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Papel del factor de transcripción Ets (1 y 2) sobre la liberación y 
funcionalidad de las células progenitoras en endoteliales en arterias 
humanas. Modulación por fármacos 
Introducción: La enfermedad cardiovascular sigue siendo la principal 
causa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial en países 
desarrollados, fundamentalmente en  pacientes con DM tipo 2, en 
algunas poblaciones puede representar el 50% o más de las muertes por 
diabetes (Joseph and Golden, 2014). Esto se debe en gran medida a 
factores ya conocidos como la predisposición genética, la aterogénesis 
acelerada, la inflamación crónica, la isquemia silente y la presencia de 
patologías co-existentes como la hipertensión o la dislipidemia. La 
diabetes es sin duda alguna, uno de los problemas de salud más graves 
del siglo XXI y actualmente en España, la prevalencia nacional es de 
10,83% (FDI 2013). 
Las células progenitoras endoteliales juegan un papel clave en los 
procesos de reparación endotelial.  En los pacientes con DM tipo 2 y 
enfermedad cardiovascular, se sabe que la funcionalidad de las EPCs es 
deficiente, aunque el mecanismo exacto de disfunción aún es incierto. 
Además, está bien descrito que en la evolución natural de los pacientes 
con DM tipo 2 presentan un mayor número de complicaciones y con 
mayor frecuencia estos pacientes estarán abocados a procedimientos de 
revascularización. Múltiples estudios (Sidhu and Boden, 2015; Verma et 
al., 2013) que han señalado la importancia de una adecuada terapia de 
reparación endotelial (terapia con EPCs), que ayudaría a disminuir las 
alteraciones en los procesos de reendotelización en los pacientes con DM 
tipo 2 y enfermedad cardiovascular, y por consiguiente disminuiría  la 
aparición de la enfermedad cardiovascular (ECV). 
En los últimos años el eje SDF1 y su co-receptor CXCR4 se han convertido 
en un elemento clave en el estudio de la enfermedad cardiovascular 
(Doring et al., 2014). Además, se ha hipotetizado que los factores de 
transcripción, miembros de la familia E26 (ETS), participan de forma 
activa en la evolución de la patología cardiovascular y, en los pacientes 
con DM tipo 2, la alteración específica del factor de transcripción Ets-2, 
podría contribuir a la disfunción de las EPCs (Dejana et al., 2007; Seeger 
et al., 2009). 
Con estos datos en mente, nuestro principal objetivo fue determinar si el 
grado de expresión de Ets-2-SDF1α/CXCR4 es capaz de predecir la 
liberación de células progenitoras endoteliales circulantes (EPCs), así 
como determinar la funcionalidad de las EPCs y su medio condicionado 
(expresión de SDF1/CXCR4, formación de colonias, adhesión en flujo, y 
diferenciación vascular) mediante su estudio en cultivo después de 
inhibir Ets-2 y del estudio de la adhesión y del efecto sobre la 
reactividad vascular de estas células en las arterias de pacientes con 
enfermedad cardiovascular (ECV). Determinar si existe alteración de la 
expresión de SDF1/CXCR4 y Ets2, en pacientes con DM tipo 2. Relacionar 
los datos encontrados con los parámetros clínicos y de laboratorio de los 
pacientes sometidos a cirugía. Así como estudiar su modulación por 
fármacos inhibidores de DPP4 (Sitagliptina). 
Material y Métodos: Se estudiaron 90 pacientes sometidos a cirugía de 
revascularización miocárdica, se dividieron por grupos de pacientes 
diabéticos y no diabéticos. Se terminó la expresión de SDF1/CXCR4, Ets-2 
y moléculas implicadas en los procesos de reparación endotelial en EPCs 
circulantes de sangre periférica; así como el efecto de Sitagliptina en 
EPCs en cultivo. El efecto se verificó por Wester-blot y ELISA. El efecto 
sobre la reactividad vascular de las EPCs en arterias humanas, se 
determinó en un modelo “ex vivo” de adhesión por flujo, y el efecto en 
la expresión del eje SDF1/CXCR4 se verificó por inmunofluorescencia. 
Resultados: Se observó una mayor frecuencia de patología cardiovascular 
en edades tempranas tanto en pacientes diabéticos como no diabéticos. 
Destaca una mayor prevalencia de dislipidemia en el grupo de pacientes 
diabéticos y mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular en 
mujeres diabéticas revascularizadas en comparación con no diabéticas. 
En los pacientes con DM tipo 2 la respuesta de liberación de EPCs 
determinada por los niveles de SDF1α tiene un efecto tardío debido a los 
elevados niveles de glucosa y bajos niveles de HDL, pero este efecto 
disminuye en pacientes tratados con insulina. Se observó una baja 
expresión en el eje SDF1/CXCR4, asociado a bajos niveles de expresión 
de Ets-2, principalmente en los pacientes con DM tipo 2. Sin embargo, se 
observó un aumento en la expresión del factor de transcripción Ets-2, en 
pacientes con hiperlipidemia, asociándose con etapas tempranas de 
inestabilidad cardiovascular. La Sitagliptina en EPCs en cultivo, mejora 
la morfología celular y aumenta la expresión de SDF-1α y su co-receptor 
CXCR4, a las 24 horas con la concentración de 1µM y este efecto no 
depende del estímulo por cuerpos apoptóticos vía Ets-2. Al inhibir la 
expresión de Ets-2 en cultivos, observamos una disminución en la 
expresión de Endoglina, marcador implicado en los procesos 
inflamatorios de la enfermedad cardiovascular; no se observaron 
cambios en la expresión de CXCR4. Al evaluar el efecto de las EPCs en 
arterias humanas desendotelizadas, observamos un efecto positivo en la 
relajación, asociado a la activación de CXCR4, ya que la expresión que se 
observó, aumenta en las arterias estudiadas.  
Conclusiones: En los pacientes con DM tipo 2, debido a la isquemia 
silente y crónica, la respuesta de liberación de EPCs por efecto del eje 
SDF1α y su co-receptor CXCR4, tiene un efecto tardío en los procesos de 
reparación endotelial, asociado a la fluctuación en los niveles de glucosa 
y bajos niveles de HDL. La funcionalidad deficiente de las EPCs 
circulantes, se asocia con la disminución de la expresión del factor de 
transcripción Ets-2 en estadios avanzados de la enfermedad 
cardiovascular en pacientes con DM tipo 2. Ets-2 podría ser un marcador 
temprano de inestabilidad cardiovascular asociado a estados de 
hiperlipidemia. La terapia con células progenitoras endoteliales en 
arterias humanas desendotelizadas, tienen un efecto positivo en la 
relajación, cuyo mecanismo propuesto depende de la activación de 
CXCR4, el cual permitiría  la entrada de calcio, aumentando de forma 
inmediata la liberación de NO. La terapia con Sitagliptina en las EPCs en 
cultivo,  ayudaría revertir la funcionalidad deficiente de las EPCs, sobre 
todo en pacientes con DM tipo 2. 
Summary 
Role of transcription factors Ets (1 and 2) on the release and 
functionality of EPCs in human arteries. Modulation by drugs. 
Aim: Cardiovascular disease (CVD) remains the leading cause of 
morbidity and mortality in developed countries, specially in patients 
with Diabetes Mellitus (DM) type 2 (Joseph and Golden, 2014), a disease 
with a prevalence of 10.83% in Spain (FDI 2013). This is due to factors 
such as genetic predisposition, accelerated atherogenesis, chronic 
inflammation, silent ischemia and the presence of coexistent pathologies 
including hypertension or dyslipidemia.  
Endothelial progenitor cells (EPCs) play a key role in endothelial repair 
processes.  In patients with concomitant DM type 2 and CVD it is known 
that the functionality of EPCs is poor, although the exact mechanism of 
dysfunction is still uncertain. In addition, a higher number of 
complications have been described in the natural evolution of patients 
with DM type 2, who are often doomed to revascularization procedures. 
Several studies (Sidhu and Boden, 2015; Verma et al., 2013) have 
pointed out the importance of an adequate therapy based on endothelial 
repair using EPCs, which could help reduce alterations in the re-
endotelization process, therefore decreasing the occurrence of CVD. 
In recent years the SDF-1 axis and the CXCR4 co-receptor have become 
key elements in the study of CVD (Doring et al., 2014). It has been 
hypothesized that transcription factors of the E26 family, which actively 
involved in the development of CVD in patients with DM type 2, and 
more specifically alterations of the Ets-2 transcription factor could 
contribute to dysfunction of the EPCs (Dejana et al., 2007; Seeger et al., 
2009). 
Our main aims are: 1) to determine whether the degree of expression of 
Ets-2-SDF1α/CXCR4 is capable of predicting the release of circulating 
EPCs; 2) to determine the functionality of isolated EPCs and their 
conditioned medium (expression of CXCR4/SDF1, formation of colonies, 
flow adhesion, and vascular differentiation) in vitro after inhibiting Ets-2 
as well as by the study of the adhesion and effects of these cells on 
vascular reactivity in arterial portions obtained from patients CVD; 3) To 
determine the effect of altered expression levels of CXCR4/SDF1 and 
Ets2 in patients with DM type 2, relating our experimental data with 
clinical parameters from patients undergoing surgery, as well as to study 
their modulation by DPP4 inhibitor drugs (Sitagliptin). 
Methodology: 90 patients showing angiographically demonstrated 
coronary artery disease who underwent coronary artery-bypass grafting 
were divided as diabetic and non-diabetic and recruited for the study. 
Peripheral mononuclear cells were obtained by Ficcoll-Hypaque density 
gradient centrifugation. Expression of Ets-2, CXCR4, and SDF1 were 
measured by Western blot. The effect of Sitagliptin in cultured EPCs was 
measured by Western blot and ELISA. The effect of EPCs in the vascular 
reactivity in human arteries was determined ex vivo in a flow chamber 
model, and the effect on the expression of SDF1/ CXCR4 was verified by 
immunofluorescence. 
Results: an increased frequency of CVD was observed at early ages in 
both diabetic and non-diabetic patients. A higher prevalence of 
dyslipidemia was observed in diabetic patients, as well as a higher 
prevalence of CVD in women with diabetes compared with non-diabetic. 
In patients with DM type 2 the release of EPCs, as determined by levels 
of SDF1α, has a delayed effect due to the high levels of glucose and low 
levels of HDL, but this effect decreases in patients treated with insulin. 
Compared to non-diabetic patients, DM type 2 patients showed lower 
expression of components of the SDF1/CXCR4 axis (Non DM type 2:3,2± 
2,3 vs DM type 2: 1,41 ± 1,4; Non DM type 2: 1,32 ± 1 vs DM type 2: 1,08 
± 0,9), which is associated with low levels of expression of Ets-2 (Non DM 
type 2: 1,6 ± 1,5 vs DM type 2: 1,17± 1). However, an increase in the 
expression of the transcription factor Ets-2 was observed in patients 
without cardiovascular risk factor (2,122 ± 1,485), associated with early 
stages of cardiovascular instability, and a decrease in the expression was 
observed in patients with longer evolution of CVD. The addition of 
Sitagliptin in cultured EPCs improved cell morphology and increased the 
expression of SDF-1α and the CXCR4 co-receptor at 24 hours, an effect 
that was independent of stimulus by apoptotic bodies. The Ets-2 siRNA 
decreased the expression of endoglin, a marker involved in inflammatory 
processes of CVD; there were no changes in the expression of CXCR4. 
Regarding the actions of EPCs in human arteries without endothelium, 
we observed a positive effect in the relaxation of human arteries after 
exposure to EPCs in flow, associated with the activation of CXCR4. 
Conclusions: In patients with DM type 2 the response to EPCs release as a 
result SDF1α axis and CXCR4 co-receptor, has a late effect on 
endothelial repair processes associated with fluctuating glucose levels 
and low levels HDL. Poor functionality of circulating EPCs is associated 
with decreased expression of the transcription factor Ets-2 in advanced 
stages of CVD in patients with DM type 2, indicating that Ets-2 could be 
an early marker of cardiovascular instability associated with states of 
hyperlipidemia. In human arteries without endothelium, EPCs therapy 
has a positive effect on relaxation, which proposed mechanism depends 
on the activation of CXCR4 that could itself allow calcium entry, 
immediately increasing the release of NO. Therapy with Sitagliptin on 
EPCs in culture would help reverse the poor functionality of the EPCs, 
especially in patients with DM type 2. 
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1. Diabetes Mellitus y la Enfermedad Cardiovascular. 
En las últimas décadas, se ha observado un aumento sin precedentes en la 
prevalencia de diabetes mellitus (DM). La DM tipo 2 es una enfermedad 
crónica caracterizada por hiperglucemia, resultado de una carencia en la 
producción de insulina o una ineficiencia en su utilización (ADA, 2010). Según 
los últimos informes, se espera que para el año 2035 el incremento de la DM 
tipo 2 sea de 382 millones a 592 millones (Figura 1).  
 
 
Uno de los datos más alarmantes es la aparición temprana de DM tipo 2 en 
niños, adolescentes y adultos jóvenes, ya que debido a esto, se prevé que 
entre 2010 y 2030, el número de adultos con diabetes aumente un 20% en 
países desarrollados, pero el aumento será mayor en países en vías de 
desarrollo (69%) (Taskinen y Boren, 2015; Zimmet et al., 2014). Esto se debe 
en gran parte a la mayor incidencia de la enfermedad por una tendencia 
global al envejecimiento, al sobrepeso y a la inactividad física (Wang et al., 
2006).  
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Inicialmente se planteó, que la inflamación crónica observada en pacientes 
con DM tipo 2, acompañada de la secreción de factores de crecimiento y 
citoquinas, podrían estar involucradas en el origen y desarrollo de 
complicaciones de la diabetes y la enfermedad cardiovascular (Ahmad et al., 
2005). 
La enfermedad cardiovascular está considerada como la primera causa de 
muerte e incapacidad en el mundo desarrollado, y se ha observado  que en 
los pacientes con DM tipo 2, la mortalidad esta incrementada (Joseph y 
Golden, 2014), debido precisamente, a una mayor incidencia de 
complicaciones micro y macrovasculares.  
Actualmente se sabe, que las complicaciones en la DM tipo 2, son el resultado 
de la interacción entre los cambios metabólicos sistémicos, como la 
hiperglucemia, la respuesta a metabolitos tóxicos por el tejido local dañado 
y a factores de riesgo no modificables (edad, género, genética, 
hiperglucemia gestacional) y modificables (hipertensión, dislipidemia, 
obesidad, tabaquismo) (Kitada et al., 2010). El papel de los factores de riesgo 
no modificables, sigue siendo ampliamente estudiado, pero actualmente los 
estudios se han enfocado en la identificación de mecanismos epigenéticos. A 
pesar de los esfuerzos en intervenciones sobre los factores de riesgo 
modificables, la prevalencia de los mismos no sólo permanece alta sino que 
está aumentando (Sarwar et al., 2010).  
Es importante destacar, que la asociación observada entre la DM tipo 2 y un 
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, es debido al desarrollo precoz 
de la aterosclerosis, consecuencia de una combinación de disfunción 
endotelial y la aparición temprana de ateroma, los cuales disminuirían el 
papel anti-aterogénico del endotelio vascular. Estas alteraciones, preceden 
al desarrollo de la hiperglucemia manifiesta y por lo tanto, se deben 
considerar como un objetivo temprano crítico para la prevención de la 
aterosclerosis y la enfermedad cardiovascular.  
La aterosclerosis es una enfermedad vascular caracterizada por disfunción 
endotelial, aumento de la actividad inflamatoria y depósito de lipoproteínas 
aterogénicas. Una de las consecuencias  de la aterosclerosis es la disfunción 
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de citoquinas endoteliales y moléculas de adhesión. Recientemente Weber y 
cols. han sugerido, que además del papel fundamental del eje CXCL12 (SDF-
1) y su receptor CXCR4 en la movilización de las EPCs, ambos podrían alterar 
la aterogénesis nativa  a través de la modificación de las funciones celulares 
en la aparición de la aterosclerosis (Weber et al., 2015). El factor de 
transcripción Ets-2 también tiene un papel primordial en la regulación de la 
homeostasis, el desarrollo vascular y la angiogénesis, y se ha postulado que 
podría mediar la activación del endotelio en el desarrollo de la 
aterosclerosis, promoviendo la inestabilidad de la placa (Cheng et al., 2011). 
Por otra parte las células progenitoras endoteliales (EPCs), desempeñan un 
papel fundamental en la reparación y mantenimiento endotelial y la 
angionénesis, a través de su diferenciación a células endoteliales maduras 
(Zampetaki et al., 2008). Las funciones de las EPCs reguladas por el eje 
SDF1/CXCR4 y el factor de transcripción Ets-2 en la enfermedad 
cardiovascular (ECV), parecen estar mal regulados (Fadini et al., 2009, 
Asahara et al., 2011). 
En la DM tipo 2 la disfunción de las células endoteliales impedirá que se lleve 
a cabo una adecuada re-endotelización (Yang et al., 2010, Yao et al., 
2009), ya que alterará la actividad migratoria de la células endoteliales. Así 
mismo, la hiperglucemia se ha asociado con una reducción y disfunción de 
las EPCs, alteración que se considera fundamental en la inducción de la 
enfermedad vascular y la aterosclerotica (Avogaro et al., 2011; Menegazzo 
et al., 2012). En  base en estos  hallazgos en el campo cardiovascular se está 
llevando a cabo una intensa investigación para idear nuevas estrategias que 
estimulen la reparación vascular mediada por EPCs.  
Estudios recientes han demostrado que, la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) es 
una ecto peptidasa que escinde un dipéptido en la región N-terminal de 
varias proteínas, y se expresa en las células endoteliales. El DDP-4, parece 
modular la función de la médula ósea, así como participar en la regulación 
de la cinética de las EPCs (Desouza, 2013; Fadini y Avogaro, 2013). Además, 
se ha sugerido que los inhibidores de DPP4 regulan el tono vascular por el 
sistema de óxido nítrico, a través de un mecanismo de acción GLP1 
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independiente (Shah et al., 2011). Sin embargo, un claro efecto de DDP4 en 
las funciones de las EPCS no se ha demostrado.  
1.1. Alteraciones en las EPCs en la DM. 
 
Se ha postulado que la disfunción endotelial ocasionada por la alteración 
vascular en la Diabetes Mellitus podría deberse a un estado de inflamación 
subclínica, el cual podría estar dañando crónicamente las células 
endoteliales antes de que el paciente desarrolle la diabetes manifiesta 
(Menegazzo et al., 2012).   
El número reducido y la disfunción (migración, proliferación y adhesión) de 
las EPCs en la DM se ha tratado de esclarecer en los últimos años, ya que se 
considera un mecanismo fundamental para inducir la enfermedad vascular y 
la aterosclerosis (Avogaro  et al., 2011, Menegazzo  et al., 2012). 
Inicialmente se postularon mecanismos bioquímicos como la hiperglucemia 
(Potenza  et al., 2009) y la resistencia a la insulina, los cuales podrían inducir 
estados de inflamación, estrés oxidativo y supresión de NO; a la vez se 
describió que la dislipidemia primaria o secundaria concomitante también 
podría participar en la disfunción endotelial.  
Actualmente, diversos modelos de estudio in vitro o en animales, han 
demostrado que las alteraciones en el número de EPCs, su diferenciación o 
funcionalidad, podrían ser ocasionados por diversos mecanismos o 
alteraciones en la vías de señalización (citocinas) como: a) alteraciones en 
el nicho celular en la MO; b) procesos crónicos de inflamación; c) elevados 
niveles de glucosa ( apoptosis, MMP9); d) deficiencia de HIF1 por ROS; e) 
disminución de la expresión y actividad de eNOS (de NO sistémico); f) de 
los niveles de SDF1 en MO ( de la actividad de DPP4 y  de SDF1 en tejidos 
isquémicos) y disminución del G-CSF. En base a estos datos, se están 
buscando estrategias que puedan disminuir las alteraciones ocasionadas por 
la DM en las EPCs, así como estrategias que traten de estimular la reparación 
endotelial mediada por las EPCs con el consiguiente beneficio en la 
disminución de accidentes y complicaciones vasculares y/o dislipidemia 
aterosclerótica (Fadini, 2014; Yiu y Tse, 2014). 
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2. Células Progenitoras Endoteliales (EPCs) 
 
Desde su descubrimiento hace casi dos décadas, las células progenitoras 
endoteliales (EPC), han sido objeto de múltiples e intensas investigaciones. 
Los primeros informes que señalan la presencia de células endoteliales (CE) 
datan de 1930. Primero se sugirió su existencia, al encontrar formaciones 
“de aspecto capilar” en cultivos de leucocitos (Hueper, 1932). 
Posteriormente, se describió el crecimiento de “procesos tubulares 
organizados” en cultivos de células sanguíneas, a las cuales se agregaba el 
plasma de las mismas (Parker, 1933). En 1963, se observaron conglomerados 
de células endoteliales en los centros de las prótesis vasculares, 
mencionando que se podrían formar de células circulantes sanguíneas y no 
de la formación de capilares a partir del revestimiento por el endotelio 
(Stump et al., 1963).  
Así, se estimuló el interés por el endotelio en los procesos vasculares y se 
desarrollaron métodos de investigación para tratar de replicar el papel del 
endotelio y de las células sanguíneas con las que interactuaba. Diez años más 
tarde, Schlingemann y cols. encontraron un “subconjunto de células de 
morfología similar a células que migran” en cultivos endoteliales de vena 
umbilical humana, las cuales expresaban el marcador CD34, este 
subconjunto de células fue ligado activamente a los procesos de angiogénesis 
(Schlingemann et al., 1990). En 1991, se postuló que las células endoteliales, 
podrían ser un marcador apropiado de la lesión del vaso. George y cols., 
lograron aislar e identificar las células endoteliales humanas directamente 
en la sangre circulante por medio de un anticuerpo monoclonal específico de 
células endoteliales, el S-Endo1 (George et al., 1992). Además, demostraron 
un aumento significativo del número de células endoteliales en muestras 
sanguíneas de pacientes sometidos a cateterismo cardíaco. 
Posteriormente, estudios como los de Augustin y cols. evidenciaron 
nuevamente el papel crucial de la monocapa celular interna que recubría los 
vasos, tanto en estados fisiológicos como patológicos (Augustin et al., 1994). 
Scott y cols. describieron un posible papel de las EPCs como reguladoras del 
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tráfico de células circulantes (originadas a partir de células madre) a través 
de citoquinas asociadas, pero que competían por su “transdiferenciación” 
(Scott et al., 1994). 
En 1997, se aislaron e identificaron las “células progenitoras endoteliales” 
(EPC) circulantes en sangre periférica de animales adultos, las cuales se 
adherían y “parcheaban” las zonas de lesión endotelial (Asahara et al., 
1997). Posteriormente, en 1998 se introdujo un nuevo termino, “células 
progenitoras endoteliales circulantes” (CEPC), las cuales podrían derivar de 
la médula ósea (MO) y se movilizaban a la circulación periférica. Estas células 
se identificaron como células que expresaban los marcadores CD34 (+), el 
factor von Willebrand (vWF), y lipoproteínas de baja densidad acetiladas (a-
LDL) y se trasplantaron en un modelo in vivo. Posteriormente se colocó un 
injerto en la aorta torácica descendente y observaron la colonización de la 
superficie del injerto con células de morfología endotelial (Shi et al., 1998), 
confirmando el fenómeno propuesto en 1963 por Stump  que sugería la 
presencia de hemangioblastos circulantes en el adulto. 
Con estos hallazgos, se cuestionaba el paradigma convencional de las células 
precursoras hematopoyéticas, y se aceptaba que el proceso de reparación 
endotelial se podría llevar a cabo de dos maneras no excluyentes: 
- Angiogénesis, por proliferación y migración de las células vecinas, de una 
forma local (Folkman et al., 1971). 
- Vasculogénesis, por células precursoras circulantes en la sangre, y cuyo 
origen es la médula ósea (Asahara et al., 1999).  
Uno de los problemas fundamentales que surgieron en el proceso de 
identificación de las EPCs, fue el poder caracterizarlas y establecer su papel 
en la biología vascular. De acuerdo con los estudios iniciales, las EPCs y 
CEPCs, se definían como células positivas tanto para el marcador de células 
madre hematopoyéticas (CD34+) como para el receptor 2 del factor de 
crecimiento del endotelio vascular (VEGFR2). Este último propuesto por 
Ziegler y cols., como un marcador funcional para definir a las células madre 
de las células progenitoras (Nowak et al., 2004; Ziegler et al., 1999).  
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 Peichev y cols., mostraron que las células CD34+ circulantes que expresan 
VEGFR-2+ y AC133+ constituyen una población fenotípicamente y 
funcionalmente distinta de células endoteliales maduras (Peichev et al., 
2000).  A raíz de estos resultados, se utilizó al marcador AC133 (CD133) en 
la clasificación de las EPCs, ya que se consideraba como un marcador eficaz 
para distinguir las verdaderas EPCs y CEPCs de células de origen 
mielomonocitico (Rehman et al., 2003), este marcador, CD133, se pierde de 
forma gradual, como un posible reflejo de la transformación de las EPCs 
circulantes en células endoteliales maduras (CECs).   
Posteriormente, se especuló sobre la existencia de una estrecha relación 
entre monocitos y células de estirpe endotelial, sugiriendo una célula 
progenitora común localizada en médula ósea llamada hemangioblasto. 
Muchas de estas células poseen marcadores monocíticos y mieloides, y 
realizan la mayor parte de su función mediante la secreción de citoquinas 
para el apoyo de las células endoteliales residentes, por lo que se han 
llamado células “angiogénicas circulantes” (Schmeisser et al., 2001; Zhao et 
al., 2003).  Dada la íntima implicación entre estas células y subpoblaciones 
de monocitos, se ha supuesto un puente entre la teoría hemática e 
inmunológica de la aterosclerosis (Ribatti et al., 2002). 
De esta forma, se trató de aislar y caracterizar a las EPCs y CEPCs en un gran 
número de estudios (Bussolati et al., 2005; Hristov and Weber, 2004; Iwami 
et al., 2004; Porat et al., 2006; Rustemeyer et al., 2007), cada uno de los 
cuales proponía diversos métodos de cultivo y detección mediante diferentes 
combinaciones de antígenos de superficie. Se consideró que al ser aisladas a 
partir de células mononucleares de MO y sangre periférica, las EPCs podrían 
provenir de cuatro vertientes: 1) células madre hematopoyéticas (número 
pequeño), 2) células mieloides (diferenciadas en cultivo), 3) células 
progenitoras circulantes y 4) células circulantes endoteliales maduras 
(desprendidas de la pared del vaso) (Urbich and Dimmeler, 2004). Y dado que 
las EPCs, CEPs y CECs, expresaban marcadores endoteliales de superficie muy 
similares (VEGFR2, Tie-2, VE.cadherin, CD34, CD146 y E-selectin, se trató de 
estandarizar los marcadores y los ensayos in vitro para distinguirlas (Figura 
2).   
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En el ensayo de formación de colonias basado en la cinética de crecimiento 
in vitro, se incubaban las células aisladas con VEGF, FGF, IGF y fibronectina 
o colágeno, dando lugar a dos tipos de colonias: a) tempranas (9 días de 
crecimiento y bajo potencial proliferativo), las cuales se derivan de las CEC 
de la pared el vaso receptor y b) tardías (20 días de crecimiento y con alto 
potencial proliferativo), las cuales se originan principalmente de las EPCs- 
derivadas de MO y de las CEPs. 
 
 
 
Figura 2. Marcadores reconocidos y expresados en las EPCs, CEPs  y CECs. Modificada de 
(Rafii y Lyden 2003). EPCs: células progenitoras endoteliales. CEPs: células progenitoras 
endoteliales circulantes. CECs: células endoteliales maduras circulantes. 
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 Así, se postulaba que, las EPCS derivadas de MO eran de origen 
hematopoyético y posiblemente derivaban del hemangioblasto (Rafii and 
Lyden, 2003), pero una vez aisladas, expresaban marcadores tempranos cuyo 
fenotipo era CD133+/CD34+/VEGFR2+/VE-cadherin-; en contraste con las 
EPCS aisladas de sangre periférica, las cuales perdían CD133 y gradualmente 
se diferenciaban en células endoteliales maduras. Además, ponían de realce 
que las EPCs tempranas en cultivo (7 días), expresaban altos niveles del 
marcador monocitico CD14, pero no expresaban NO-sintasa endotelial 
(Swerdlow et al.) ni VE-cadherin y no eran capaces de generar el crecimiento 
posterior de células endoteliales (Hristov and Weber, 2004; Iwami et al., 
2004) 
En 2005, utilizando el ensayo proliferativo de EPCs individuales, se 
describieron tres poblaciones celulares con potencial angiogénico: 1) EPC 
hematopoyéticas, con expresión de antígenos endoteliales y 
hematopoyéticos, pero con limitado potencial proliferativo; 2) CECs, que 
expresan antígenos endoteliales, pero no hematopoyéticos, y bajo potencial 
proloiferativo; y 3) los EOCs, que expresan exclusivamente antígenos 
específicos de células endoteliales y tienen un gran potencial proliferativo 
(Ingram et al., 2005).  
En la actualidad una de las revisiones más completas para la evaluación de 
los fenotipos e identificación de las EPCs es el propuesto por Fadini y cols. 
(Figura 3), el cual se basa en los siguientes protocolos (Fadini et al., 2012b).
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Cabe mencionar que los enfoques aún son controvertidos, ya que los 
resultados siempre dependerán de la población de células a estudiar, su 
origen, factores genéticos, patologías concomitantes y sus tratamientos; y 
en caso de estudios in vitro, el modelo utilizado y las condiciones de cultivo 
empleadas. Esto dificulta predecir de forma fiable el comportamiento de las 
EPCs y su interacción con el endotelio.   
2.1. Las EPCs en los procesos de reparación endotelial 
 
La isquemia tisular, se considera el estímulo fisiológico más poderoso que 
regula las EPCs, las cuales se movilizaran en un intento por restaurar la 
perfusión en las áreas isquémicas, contrarrestando la escasez de oxígeno y 
Figura 3. Protocolos para aislamiento de células progenitoras endoteliales (EPCs). 
Modificado de Fadini y cols 2012. 
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nutrientes. Este proceso está estrechamente regulado por el factor 1 
inducible por hipoxia (HIF-1) (Du et al., 2008).  
En condiciones homeostáticas normales (normoxia), las EPCs estarán 
retenidas dentro de la MO (efecto de elevados niveles del Factor 1 derivado 
de células estromales (SDF1)), y el HIF-1a es hidroxilado en residuos de 
prolina por hidroxilasas de HIF, reconocidas por la VHL ubiquitin ligasa y es 
rápidamente degradada por el proteosoma.  
En condiciones de isquemia tisular (hipoxia), se inhiben las hidroxilasas, HIF-
1a se estabiliza y se dimerizan con el HIF-1b. El heterodímero activo 
resultante se une al potenciador de regiones del ADN y promueve la 
transcripción de genes sensibles al oxígeno, que codifican, entre otros, a los 
principales reguladores de la movilización de las EPCs: VEGF y SDF-1 (Resch 
et al., 2012). La disminución de los niveles de SDF1 dentro de la MO creará 
un gradiente que guiará la movilización de las EPCs (Figura 4).  
 
 
Figura 4. Representación esquemática del papel de las EPCs en los procesos de 
reparación endotelial. EPCs: células progenitoras endoteliales. Modificada de 
Hristov et al., 2003; Hristov y Weber, 2004; Iwami et al., 2004. 
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La movilización es un proceso complejo, consecuencia de la liberación de 
factores de crecimiento y citocinas, principalmente VEGF, así como FGF-2, 
GM-CSF, G-CSF, y angiopoyetina (Aicher et al., 2003; De Falco et al., 2004), 
las cuales inducirán la salida de las EPCs. El paso inicial es la activación de 
eNOS, aumento en la producción de NO que regulara la actividad de MMP-9, 
la cual es activada por SDF1, que escinde el ligando Kit asociado a la 
membrana en ligando Kit soluble (sKitL), atenuando así la interacción 
intercelular de las células progenitoras y permitiendo la movilización a la 
circulación periférica (Dimmeler et al., 1999; Heissig et al., 2002). Será aquí 
donde las EPCs responderán a la señalización por quimiocinas específicas del 
tejido dañado (eje SDF-1/CXCR4). Las EPCs se activarán y esta función estará 
mediada por IL-8 y CXCR2; oncogen-a regulador del crecimiento y CXCR1; 
CCL5 y CCR5 y las quimiocinas C-c y el receptor 2 y 5 de quimiocinas (Ishida 
et al., 2012). Una vez iniciado el proceso de activación, se ha postulado que 
las plaquetas expresan y liberan SDF1, lo que activaría CXCR4 en las células 
progenitoras, lo que conduciría a la adhesión y diferenciación endotelial 
(Stellos et al., 2008).  Después, se iniciara el proceso de adhesión a las 
células endoteliales vasculares y posteriormente llevarán a cabo la migración 
transendotelial (migración a través de la membrana basal y de ECM 
dependiente de MMP-9), en los sitios de remodelado vascular. Aquí, 
contribuirán a la formación de nuevos vasos a través de:  
1) incorporación directa en los neovasos,  
2) diferenciación en células endoteliales maduras (mediado por fibronectina, 
VEGF, EGF)   
3) producción de señales con efecto paracrino: VEGF, SDF-1, factor de 
crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1), proteína quimiotactica de monocitos 
tipo 1 (MCP-1), proteína inflamatoria de macrófagos-1α, y el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)(Balaji et al., 2013). 
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2.2 Función de las EPCs. 
 
En el momento actual, las EPCs se consideran una herramienta clínica 
versátil. Inicialmente, los estudios se enfocaron en su papel diagnóstico, a 
través de la cuantificación directa (medición por citometría de flujo: 
CD133+/VEGFR-2+ o CD34+/VEGFR-2+ o CD34+/CD144+), a partir de un pequeño 
volumen de sangre periférica, como marcadores de la función vascular 
(Asahara et al., 1997; Fadini et al., 2012a; Fadini et al., 2012c). 
La importancia clínica de estos precursores endoteliales circulantes en la 
adecuada función endotelial (Hill et al., 2003), ha quedado demostrada en 
la revisión de numerosos estudios (King and McDermott, 2014; Schmidt et al., 
2015; Werner et al., 2005). La Figura 5  describe las principales condiciones 
que pueden influir en el aumento o disminución del número de EPCs en 
humanos:  
 
 
 
 
Figura 5: Principales condiciones que pueden influir en el aumento o disminución del 
número de EPCs en humanos 
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Posteriormente, las investigaciones se centraron en el papel regenerativo de 
las EPCs, con el objetivo de poder establecer una nueva terapéutica clínica 
en la enfermedad cardiovascular. El primer enfoque terapéutico de las EPCs 
post transplante mostró con éxito la neovascularización y regeneración de 
los tejidos en un modelo murino con isquemia de extremidades posteriores 
(Kalka et al., 2000). Más adelante, otros estudios pre-clínicos (Dubois et al., 
2010; Kawamoto et al., 2001; Kawamoto et al., 2006) describieron una 
mejoría post infarto en la función ventricular y reducción del tamaño del 
infarto, posterior a la infusión intravenosa de las EPCs en modelos animales; 
además de reportar que las EPCs eran capaces de diferenciarse en células 
endoteliales en sitos de neovascularización.   
Las EPCs pueden ser separadas a partir de la sangre periférica o de la médula 
ósea y en pacientes con cardiopatía isquémica, se ha sugerido un beneficio 
en el uso terapéutico de las mismas (Assmus et al., 2006; Beeres et al., 2007; 
Fernández-Avilés et al., 2004; Jiménez-Quevedo et al., 2014; Jujo et al., 
2008; Lunde et al., 2008; Schachinger et al., 2004), ya que se ha  descrito 
mejoría de la fracción de eyección; mejoría en la perfusión post infarto; 
mejoría de circulación colateral (efecto angiogénico); disminución de la 
severidad en angina y mejoría en calidad de vida. Sin embargo, a pesar de 
estos resultados, la terapia basada en EPCs está aún pendiente de ser 
implementada en la práctica clínica diaria. Esto se debe a varios factores: la 
controversia en el resultado de varios estudios  dependiente de la selección 
de EPCs y su marcadores (Jimenez-Quevedo et al., 2014; Losordo et al., 
2011; Losordo et al., 2007; Tse et al., 2007; van Ramshorst et al., 2009), así 
como, si es conveniente hacer una selección previa de células que expresen 
o no los marcadores; tampoco se conoce si es mejor inyectarlas de forma 
intracoronaria o intramiocárdica y por último, en la mayoría de ensayos 
clínicos no se han realizado estudios previos de funcionalidad para ver si las 
células infundidas son funcionantes o no. 
En algunos  estudios se ha establecido que las EPCs de sujetos con 
enfermedad cardiovascular tienen defectos en su funcionamiento in vitro. 
Sin embargo, cuando el plasma de pacientes cardiovasculares se incuba con 
EPCs obtenidas de donantes sanos, éstas tienen menos apoptosis y aumenta 
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su diferenciación endotelial (Consoli et al., 2013; Henrich et al., 2004). Así, 
en los últimos años la idea de que en la enfermedad cardiovascular 
aterosclerótica existe una liberación y diferenciación subóptima de EPCs 
desde su origen en la médula ósea, se ha tratado de responder, al tratar de 
modular el funcionamiento de las EPCs por diversos fármacos (Blum, 2014; 
Desouza, 2013; Roubille et al., 2013) o citoquinas (Albiero et al., 2013; 
Ferraro et al., 2011; Masuda et al., 2014) y dependiendo de las patologías 
concomitantes (Fadini and Avogaro, 2013; Ruiz et al., 2009; Ye et al., 2014).  
Diversos estudios (Abe et al., 2013; Bhang et al., 2014; Di Santo et al., 2009) 
demuestran que, en modelos animales, se produce un efecto angiogénico in 
vivo similar cuando se usan EPCs o su medio condicionado, es decir, el medio 
sobrenadante de las EPCs en cultivo después de unos días de incubación o 
bajo condiciones de hipoxia. Esto, además de reforzar el papel 
fundamentalmente angiogénico de las EPCs, podría revolucionar la terapia 
con EPCs, ya que podría ser más fácil inyectar el medio condicionado que las 
propias EPCs. Es de destacar que este efecto aún no se ha demostrado en 
humanos. Si esto se demostrara, podría ser más sencillo utilizar el medio 
condicionado, ya que se dispondría, mediante el cultivo celular, de una 
literal “fuente” de angiogénesis ex vivo.  
El reto de la investigación actual sobre las EPCs es el descubrimiento de 
marcadores de calidad (tales como los factores de transcripción) o 
moduladores (inhibidores de DPP4), que permitan predecir el daño y tratar 
de corregirlo antes de la aplicación como terapia en la enfermedad 
cardiovascular. 
El éxito de estas estrategias depende del aislamiento y caracterización 
óptimos de las EPCs, si se someten a una adecuada modulación, se podría 
dirigir su proliferación, su movilización y su diferenciación, lo que permitiría 
una adecuada incorporación funcional en los tejidos adultos dañados y de 
esta forma desarrollar terapias celulares específicas. 
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3. Eje SDF1/CXCR4 
 
La diabetes aterosclerótica es una enfermedad vascular  caracterizada por 
disfunción endotelial, aumento de la actividad inflamatoria (adhesión de 
leucocitos, activación plaquetaria) y depósito de lipoproteínas aterogénicas 
(Ross, 1999; Zernecke y Weber, 2010). La respuesta inflamatoria que se 
crea a lo largo de la evolución de la aterosclerosis o después de la lesión 
endotelial de forma aguda, implica la movilización de células progenitoras 
que se rigen por moléculas de adhesión y quimioatrayentes. Estos 
quimioatrayentes o quimiocinas, constituyen una familia numerosa de 
citosinas que se clasifican en subgrupos basados en la posición de los dos 
primeros residuos de cisteína (CC, CXC, C, CX3C), con lo cual desempeñaran 
funciones específicas (Rajagopalan y Rajarathnam, 2006), y son secretados 
en áreas de inflamación, pero en la enfermedad cardiovascular 
aterosclerótica su papel aún continua en estudio.  
La participación fundamental de CXCL12 (factor 1 derivado de células 
estromales / SDF-1α) se ha descrito ampliamente durante la embriogénesis, 
la movilización de células hematopoyéticas proangiogénicas desde la médula 
ósea y en  la angiogénesis  (Doring et al., 2014; Zhang y Xu, 2014). La 
expresión de SDF1 se ha descrito en células de músculo liso, en células 
endoteliales y plaquetas, y su expresión parece estar aumentada en estados 
de disfunción endotelial y lesión vascular (Briasoulis et al., 2011; De Falco et 
al., 2004; von Hundelshausen y Schmitt, 2014) y se ha postulado su 
implicación en los procesos iniciales de revascularización post isquemia o en 
estados hipóxicos (Colombo et al., 2012; Jin et al., 2006). En modelos 
animales (Akhtar et al., 2013), se ha sugerido que puede tener un efecto 
estabilizador de la placa y en pacientes con angina estable o inestable, se ha 
detectado una disminución de los niveles plasmáticos de SDF1 (Garg et al., 
2008). Otros estudios han reportado que los niveles plasmáticos elevados, se 
observan de forma transitoria  después de la lesión mecánica o isquémica 
(Noels et al., 2014; Zernecke et al., 2005). Estudios más recientes han 
mostrado en pacientes, elevados niveles de SDF1 post IAM (Hu et al., 2007), 
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y en modelos experimentales, han reportado una mejoría de la función 
cardiaca, así como mayor migración celular (Rath et al., 2014; Saxena et al., 
2008; Stellos et al., 2012; Tong et al., 2014) y han sugerido que podría 
considerarse como predictor de infarto o insuficiencia cardiaca  (Tong et al., 
2014).  
 
El receptor de quimiocinas CXCR4, pertenece a la familia se receptores 
acoplados a proteínas G (GPCRs). Es un receptor afín de SDF1 y se expresa 
de forma constitutiva en células hematopoyéticas y en células endoteliales, 
además, es un importante receptor que participa activamente en la 
regulación de la movilización de las EPCs y otras células progenitoras a los 
sitios de lesión (Ceradini et al., 2004), que posteriormente contribuirán a la 
formación de la neoíntima a través de la diferenciación en células parecidas 
a músculo liso y células endoteliales maduras. En modelos animales  se ha 
demostrado que al bloquear la expresión de CXCR4, se observaba una 
disminución en la tasa de adherencia en arterias lesionadas y se abolía la 
capacidad de reparación endotelial por las EPCs (Li et al., 2011). En 
contraste se ha observado, en estudios in vitro, que al sobre expresar CXCR4 
se mejoraba la capacidad de adhesión y migración, aumentando 
significativamente la capacidad de reendotelización por las EPCs post lesión 
(Yin et al., 2010). Estudios más recientes en modelos animales, han mostrado 
que CXCR4 es crucial en la reendotelización eficiente, mediada por EPCs 
(Noels et al., 2014).  
 
El eje SDF-1/CXCR-4, juega un papel importante en numerosos procesos 
biológicos, incluyendo la hematopoyesis, cardiomiogénesis, vasculogénesis y 
el desarrollo neuronal, y ejerce un papel crucial en la modulación de la 
movilización de las células progenitoras desde la médula ósea (Wang y 
Luther, 2012), participando activamente en la supervivencia de las mismas y 
modulando sus señales proliferativas (Hopman y DiPersio, 2014). Se ha 
postulado el efecto cardioprotector por efecto del eje SDF1/CXCR4 (Akhtar 
et al., 2013; Hristov et al., 2007; Yin et al., 2010), implicación en el IAM 
(Saxena et al., 2008) y en los procesos de reestenosis (Yin et al., 2010), 
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hipotetizando que podría deberse a posibles alteraciones en reclutamiento 
de las EPCs (Doring et al., 2014). En los estudios donde se ha inhibido el eje 
SDF-1/CXCR-4 (modelos in vitro), se ha observado que interfiere con la lesión 
inducida por la hiperplasia de la neoíntima, esto es debido a la disminución 
del reclutamiento de células progenitoras de músculo liso CXCR4+, a la 
posible disminución de células inflamatorias en la lesión  (Steinmetz et al., 
2010), a un posible bloqueo parcial del anidamiento de las EPCs, secundario 
a la atenuación de las propiedades de adhesión y migración de las EPCs 
(Briasoulis et al., 2011). 
Por otro lado, se ha observado que al infundir EPCs en modelos animales con 
lesión inducida, las EPCs mejoraban su adherencia en los vasos lesionados vía 
CXCR4 (Doring et al., 2014; Rennert et al., 2012).  
En lo que respecta al papel del eje SDF1/CXCR4 en el desarrollo y evolución 
de la aterosclerosis, los datos aún permanecen inciertos, ya que los 
resultados han sido contradictorios sobre la presencia o función de las EPCs 
en la aterosclerosis, esto debido principalmente al modelo de aterosclerosis 
(etapa de la lesión) utilizados. Se requieren más estudios en pacientes para 
tratar de dilucidar el papel del eje SDF1/CXCR4 y su interacción con el 
microambiente (células endoteliales, células progenitoras endoteliales, 
células de músculo liso, células inflamatorias) y establecer una posible diana 
terapéutica efectiva.  
 
 
4. Factor de transcripción endotelial  Ets-2 
 
La familia de los factores de transcripción Ets incluye a 26 factores de 
transcripción diferentes que juega un papel esencial durante el desarrollo 
embrionario? en adultos, juegan un papel primordial en la regulación de la 
homeostasis, el desarrollo vascular y la angiogénesis (Dejana et al., 2007; 
Oettgen, 2006), ya que regulan la expresión de una gran variedad de genes 
implicados en la proliferación celular, la diferenciación y la supervivencia, y 
más recientemente se ha demostrado su implicación en reprogramación de 
los cardiomiocitos (Islas et al., 2012). 
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Actualmente los factores de transcripción Ets se han convertido en un 
elemento clave en el estudio de la angiogénesis y de la enfermedad 
cardiovascular, donde se ha hipotetizado una posible alteración en su 
regulación; estudios in vitro e in vivo (modelos animales), ha? demostrado que 
las alteraciones o desregulaciones podrían ser mayores en diabéticos (Seeger 
et al., 2009).  
La participación de Ets2 también se ha relacionado con la regulación de la 
respuesta inmune, a través de la regulación de citoquinas como IL5 
(Blumenthal et al., 1999) e IL12p40. Estudios recientes in vitro? han 
mostrado la participación de Ets-2 en la regulación de la expresión de 
factores reguladores de la angiogénesis como Ang-2, VEGF, hemo-oxigenasa 
1 (HO-1) y en factor de diferenciación CD13/APN (Randi et al., 2009). 
Además, existen datos de estudios de genoma completo (Wei et al., 2009), 
donde se ha corroborado que los polimorfismos en Ets-1 y Ets-2 están 
directamente relacionados con la enfermedad cardiovascular 
aterosclerótica, no existiendo estudios en humanos con resultados 
concluyentes. La sobreexpresión de Ets-1 y Ets-2 parece disminuir la 
expresión del marcador endotelial CD105 y este hecho podría mediar, al 
menos en parte, el importante papel de Ets-1 en la enfermedad 
cardiovascular diabética (Seeger et al., 2009). En placas ateroscleróticas 
humanas, estos factores se han relacionado con la angiogénesis patológica y 
la ruptura de la placa (Cheng et al., 2011), y se postuló que el fenómeno de 
desestabilización, se debía a la inducción de un fenotipo pro-inflamatorio de 
células endoteliales in vitro (Wei et al., 2013). 
Además, los factores de transcripción Ets modulan la expresión de varios 
marcadores importantes de las EPCs, como CD144 y CD105 (Harris et al., 
2010). De hecho, CD144 y CD105 son en sí mismos reguladores de membrana 
de la señalización por TGF-Beta 1 (Redondo et al., 2010; Redondo et al., 
2007; Rudini et al., 2008). 
A la par de estos hallazgos, surgieron investigaciones en las que se ha 
implicado a los factores de transcripción Ets-1 y Ets-2 en el control de la 
expresión del micro RNA - 126, y que ambos podrían influir en el estado de 
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inflamación vascular (Harris et al., 2010). Estudios más recientes han 
establecido que la liberación de miRNA-126 desde las células endoteliales 
apoptóticas reducían la formación de lesiones ateroscleróticas por un 
aumento en la regeneración de endotelio mediada por SDF1 (CXCL12) (Wei 
et al., 2013). Pero el estudio de la expresión en sangre de estos factores 
emergentes de transcripción en pacientes con riesgo cardiovascular no se ha 
determinado claramente en estudios de seguimiento en humanos (Figura 6).  
 
 
5. Incretinas: Inhibidores de dipeptidil peptidasa. 
 
Las incretinas son hormonas intestinales secretadas por células 
enteroendocrinas del intestino que contribuyen a la regulación de la 
glucemia posprandial (Abu-Hamdah et al., 2009). Se han descrito dos 
incretinas principales, GLP-1 (péptido-1 similar a glucagón) y GIP (péptido 
insulinotrópico dependiente de glucosa). Estas incretinas son secretadas al 
torrente circulatorio tras la ingesta de alimentos y actúan a través de la 
unión a su receptor en el páncreas promoviendo la secreción de insulina por 
Figura 6. Implicación del factor de transcripción Ets-2 en los procesos de integridad 
vascular, isquemia y apoptosis y su interacción con el eje SDF1/CXCR4. Modificada de 
Wei et al., 2013 
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las células  (Figura ?). Además las incretinas ejercen una acción 
antihiperglucémica a través de la inhibición de la secreción de glucagón y el 
enlentecimiento del vaciado gástrico y de la movilidad intestinal mediante 
su acción neuronal. En este sentido, en individuos sanos, el GLP-1 y el GIP 
son responsables  del 50 al 70% de la respuesta insulínica postprandial, 
mientras que en pacientes con DM2, esta contribución puede ser menos del 
20% (Meier and Nauck, 2010). En este sentido, se ha observado que el efecto 
incretina, fenómeno por el cual la glucosa oral genera una respuesta de 
insulina mayor que la glucosa intravenosa, está disminuida en pacientes 
diabéticos.  
Por otro lado, se ha descrito la presencia de GLP?1R en otros tejidos: 
corazón, intestino, estómago, vasos, riñón, pulmón, músculo y cerebro, 
sugiriendo acciones directas e insulino-dependientes (Abu-Hamdah et al., 
2009; Muscogiuri et al., 2014; Sivertsen et al., 2012). El GLP-1R está ligado 
a la proteína G y activa señales intracelulares que incluyen cAMP/PKA, 
PI3K/Akt y MEK/ERK (Zhao et al., 2014). Sin embargo, GLP-1 es susceptible 
a la actividad catalítica de la DPP-4 que actúa sobre los extremos NH2 
terminales y se degrada en pocos minutos. El metabolito generado es la 
amida GLP-1(9-36) que es la forma GLP-1 predominante en el plasma en el 
periodo post prandial por su lenta eliminación (Deacon and Ahren, 2011). 
Estudios experimentales sugieren que GLP-1 podría actuar como antagonista 
de GLP-1R o interaccionar con otros receptores específicos ejerciendo un 
efecto directo sobre el miocito cardiaco (Ban et al., 2008; Schirra et al., 
1998). ?Estos ?hallazgos impulsan el? interés sobre las incretinas GLP-1 y ??? 
en el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de enfermedades que 
representan alteraciones metabólicas como la DM2 o en el IAM. Los fármacos 
basados en la acción de GLP-1 regulan el metabolismo de la glucosa a través 
de diferentes mecanismos y ejercen efectos adicionales a su acción 
antihiperglucemiante. Entre estos efectos se incluyen cambios en la presión 
arterial? función endotelial, peso corporal? metabolismo cardiaco, función 
ventricular, aterosclerosis o daño por insuficiencia renal. Los inhibidores de 
la DPP-4 ejercen un efecto más complejo puesto que aumentan los niveles 
de GLP-1 endógeno, disminuyen los de GLP-1? y modifican los niveles de 
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diversos péptidos diana de la DPP-4 con efectos cardiovasculares como el 
péptido-Y y péptidos natriuréticos (Figura 7).  
 
 
 
 
 
Los inhibidores de la DPP-4 desarrollados son la sitagliptina, la sexagliptina, 
la vildagliptina, la linagliptina y la alogliptina (Dicker, 2011)? La sitagliptina 
aumenta las concentraciones plasmáticas de las formas activas de GLP-1 y 
GIP y, por tanto, sus efectos. En ensayos en pacientes con DM2, se demostró 
que la sitagliptina reduce la HbA1c y la glucemia en ayunas y posprandial 
(Plosker, 2014), así como disminución de marcadores de inflamación 
(Tremblay et al., 2014).  
Además, se ha sugerid? a los DPP4 como reguladores del tráfico y 
anidamiento de las EPCs vía SDF1(Christopherson et al., 2004; Huang et al., 
2012; Theiss et al., 2011; Zhong et al., 2015), el cual es uno de sus sustratos 
y por lo tanto la inhibición o supresión de la DPP-4 aumentaría estos 
procesos.  
Figura 7. Mecanismos de acción de las incretinas. GLP-1 es secretado a la circulación 
sanguínea tras la ingesta de alimento y actúa incrementando la síntesis y liberación de 
insulina por el páncreas y disminuyendo la producción de glucosa hepática, lo que favorece 
el control glucémico. Se ha descrito la presencia de GLP-1R en otros órganos, entre ellos, 
el corazón, sugiriendo acciones directas de este péptido.  
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Estudios experimentales con inhibidores de DPP4 (sitagliptina) han mostrado 
un efecto beneficioso en la función de las EPCs en modelos diabéticos 
(Goncalves et al., 2012). En la clínica, como efecto secundario, han 
demostrado la capacidad de aumentar los niveles circulantes de EPCs en 
pacientes diabéticos tipo 2, con posibles implicaciones cardiovasculares 
(Fadini et al., 2010). Más tarde, el mismo grupo de Fadini y cols., 
demostraron que en pacientes con DM tipo 2, los inhibidores de DDP-4 
aumentaban los niveles plasmáticos de SDF1α, a través de la supresión de su 
degradación por la actividad de la vía CD26/ DDP-4 y por lo tanto aumentan 
la movilización EPC desde la MO (Fadini, 2013). Actualmente, el efecto 
cardioprotector de los inhibidores de DPP-4 en estudios clínicos realizados 
hasta el momento no son concluyentes, ya que ninguno se ha realizado con 
un seguimiento de larga duración.  
 
JUSTIFICACIÓN  
 
La enfermedad cardiovascular (ECV) es la primera causa mundial de 
mortalidad. Las células progenitoras endoteliales (EPC) son moduladores 
importantes del mantenimiento y reparación del daño cardiovascular. 
Diversas condiciones, tales como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y/o 
aterosclerosis, se han relacionado con el agotamiento y la mala funcionalidad 
de las EPC, ya que ha sido relacionada con alteraciones en la adhesión celular 
y diferenciación de moléculas endoteliales. Esta expresión, es altamente 
dependiente del eje SDF1/CXCR4 y el factor de transcripción Ets-2. Nuestro 
objetivo fue determinar si el grado de expresión de Ets-2-SDF1α/CXCR4 es 
capaz de predecir la liberación de células progenitoras endoteliales 
circulantes (EPCs), así como determinar la funcionalidad de las EPCs y su 
medio condicionado (expresión de SDF1/CXCR4, formación de colonias, 
adhesión en flujo, y diferenciación vascular) mediante su estudio en cultivo 
después de inhibir Ets-2 y del estudio de la adhesión y del efecto sobre la 
reactividad vascular de estas células en las arterias de pacientes con 
enfermedad cardiovascular (ECV). Determinar si existe alteración de la 
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expresión de SDF1/CXCR4 y Ets?2, en pacientes con DM tipo 2. Relacionar los 
datos encontrados con los parámetros clínicos y de laboratorio de los 
pacientes sometidos a cirugía. Así como su modulación por fármacos 
inhibidores de DPP4. 
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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1. Hipótesis  
 
 El factor de transcripción Ets-2, se relaciona de forma independiente 
con una deficiente funcionalidad de las EPCs en pacientes con 
enfermedad cardiovascular sometidos a revascularización miocárdica. 
 Los Fármacos inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (Sitagliptina), 
modifican la expresión de moléculas de adhesión (eje SDF1/CXCR4) en 
las células progenitoras endoteliales; modulando su adhesión y 
regulando el tono vascular en arterias humanas, en un modelo “ex 
vivo” de reactividad vascular. 
 
 
 
2. Objetivos 
 
Objetivo 1.  
Valorar la funcionalidad y el papel de las moléculas de adhesión en pacientes 
diabéticos y no diabéticos y/o ateroscleróticos sometidos a revascularización 
miocárdica, y su posible modificación por Sitagliptina. 
 1.1 Determinar las alteraciones en la expresión del eje SDF1/CXCR4 
en las EPCs  y su relación con parámetros clínicos.  
 1.2 Determinar el efecto de Sitagliptina en la expresión del eje 
SDF1/CXCR4 en las células progenitoras endoteliales en cultivo.  
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Objetivo 2.  
Estudio de adhesión de las células progenitoras endoteliales y su 
funcionalidad en arterias humanas desendotelizadas.  
 2.1. Determinar el grado de alteración basal en la expresión del eje 
SDF1/CXCR4, en las arterias de los pacientes diabéticos y no 
diabéticos y/o ateroscleróticos, sometidos a revascularización 
miocárdica quirúrgica.  
 2.2. Determinar el efecto sobre la reactividad vascular, de las células 
progenitoras endoteliales en arterias humanas, en un modelo “ex 
vivo” de adhesión por flujo. 
 2.3. Determinar el efecto en la expresión del eje SDF1/CXCR4, de las 
células progenitoras endoteliales en arterias humanas, sometidas a la 
adhesión por flujo en un modelo “ex vivo” de reactividad vascular.  
 
 
Objetivo 3. 
Valorar el papel del factor de trascripción Ets-2 y su relación con moléculas 
de adhesión y regulación endotelial, en pacientes con enfermedad 
cardiovascular sometidos a revascularización miocárdica.  
 3.1. Determinar las alteraciones en la expresión del factor de 
trascripción Ets-2, en las EPCs  de pacientes con enfermedad 
cardiovascular, sometidos a revascularización miocárdica, así como su 
relación con parámetros clínicos. 
 3.2. Determinar la interacción del factor de trascripción Ets-2 con 
otras moléculas de adhesión endotelial.   
 3.3. Determinar el efecto de la inhibición del factor de trascripción 
Ets-2, en la funcionalidad de las células progenitoras endoteliales en 
cultivo.   
      .   3.4. Determinar el efecto del medio condicionado, en la funcionalidad de las 
          células progenitoras endoteliales en cultivos sometidos a inhibición del   
          factor de trascripción Ets-2. 
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1.- Pacientes 
 
1.1 Diseño del estudio clínico 
 
Se ha utilizado una cohorte, no probabilística, de pacientes sometidos a 
cirugía de revascularización miocárdica, del Servicio de Cirugía Cardiaca del 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid.  La intervención quirúrgica fue 
decidida en cada caso por separado, por un comité del servicio de cirugía 
cardiaca, valorando estado clínico del paciente, procedimientos de 
cardiología intervencionista previos, grado de obstrucción y extensión de la 
lesión en cada arteria coronaria visualizada en estudio angiográfico.  
Para la realización de los experimentos de reactividad vascular de la 
presente tesis doctoral, se han utilizado arterias mesentéricas de pacientes 
sometidos a cirugías abdominales, realizadas en el servicio de cirugía II del 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid, como muestra de vaso sanguíneo de 
desecho de cirugía abdominal. La intervención quirúrgica fue decidida en 
cada caso por separado, por un comité del servicio de cirugía II, valorando 
los antecedentes, el estado clínico del paciente y su patología de base, 
mediante estudios de analítica e imagen realizados previamente (para más 
detalle ver apartado 3.3.1). 
Las muestras se obtuvieron siguiendo las normas de Helsinki, tras la 
aprobación del comité ético del hospital y con el consentimiento previo del 
paciente. 
1.2 Criterios de selección de los pacientes 
 
a)  De Inclusión: 
 Paciente programado para cirugía de revascularización miocárdica 
del servicio de Cirugía ?ardiaca del Hospital Clínico San Carlos. 
 Edad de 30 a 80 años.  
 Ambos géneros 
 Aceptación a participar mediante consentimiento informado. 
 
b)  De  Exclusión: 
 Operación de recambio valvular simultánea. 
 Reintervención cardiaca. 
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 Presencia de patologías que afecten al estado inflamatorio general   
(Insuficiencia renal o hepática diagnosticada). 
 Pacientes con cáncer. 
 
1.3 Procedimiento de recolección de datos 
 
1.3.1. Variables socio-demográficas 
Las variables sociodemográficas recogidas fueron: Edad, género, índice de 
masa corporal. Diagnósticos y tiempo de evolución de ?iabetes ?ellitus y 
medicamentos indicados, hipertensión arterial, enfermedad arterial 
periférica, hiperlipidemia. Consumo actual de tabaco, y durante el año 
previo a la cirugía. Antecedente de infarto de miocardio previo, puntuación 
obtenida en la escala Euroscore logístico y aditivo y fracción de eyección 
cardiaca (porcentaje).  
1.3.2. Variables bioquímicas 
Niveles séricos preoperatorios de glucosa, creatinina, tasa de filtración 
glomerular, leucocitos, monocitos y plaquetas. 
1.3.3. Variables de seguimiento postoperatorio 
Informe de complicaciones inmediatas, durante el postoperatorio: a) 
cardiovasculares (infarto miocárdico perioperatorio, arritmia grave, 
insuficiencia cardiaca); b) renales (insuficiencia renal aguda); c) pulmonares 
(síndrome de insuficiencia respiratoria del adulto, neumonía); d) accidente 
cerebrovascular; e) muerte antes de su alta hospitalaria o durante los 
primeros 30 días del postoperatorio, de existir, día en que se presentó la 
complicación.  
Los datos de cada paciente fueron recopilados para su manejo estadístico a 
través de la creación de una base de datos en el programa Excel Microsoft 
®. 
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2. Modelos de estudio para la evaluación de las  moléculas de adhesión  
 
2.1. Moléculas de adhesión en ?acientes 
 
2.1.1. Obtención de células progenitoras endoteliales (EPCs) en sangre 
periférica 
Antes de ser sometidos al proceso de revascularización miocárdica, a cada 
paciente se le realizó la extracción de sangre (9ml) por el equipo de 
enfermería, se colocó en tubos con citrato de sodio tamponado 0.3ml-0.109M 
de BD Vacutainer®. Posteriormente se trasladó al  laboratorio de 
Farmacología de la Facultad de Medicina para ser procesado durante las 
siguientes 2 horas.  
2.1.2. Separación de sangre en gradiente de densidad 
La técnica de separación, se realizó en campana de flujo laminar, se extrae 
la sangre de cada tubo y se trasladó a dos tubos estériles, cada uno con Ficoll 
(Sigma, Alemania), en proporción 1:1, para su posterior centrifugación 
durante 25 minutos a 2400 rpm, con frenada paulatina a los 20 minutos. De 
este proceso se obtuvieron tres fases, (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
De la fase superior, se extrajo el suero por aspiración con pipeta serológica 
y se recolectó en tubos ependorff debidamente identificados, para su 
posterior análisis. La fase blanquecina de células mononucleares (fase 
intermedia), se extrajo y se trasladó a un nuevo tubo estéril, al cual se le 
agregó PBS estéril y se realizaron dos lavados mediante centrifugación 
Figura  8. Separación de sangre por gradiente de densidades. 
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durante 7 minutos a 1500 rpm. Finalmente al pellet de células 
mononucleares que ser obtuvo, se le agregó 400µl de buffer de lisis ?(Glicerol 
50%, SDS 10%, 1 mol/l de Tris pH 6.8, 0.5 mol/l de EDTA y 5 mol/l de NaCl), 
trasladándose a un nuevo tubo ependorff debidamente identificado y 
congelado a -20ºC, hasta su posterior utilización.  
2.1.3. Extracción de proteínas  
 Se cuantificó la concentración de proteínas por el método del ácido 
bicin??n???co. La lectura se realizó por  espectrofotometría a 550nm (Lector 
de placas, Jupiter Asyshitech). Posteriormente se realizó la curva patrón,  se 
ajustó la concentración final de proteínas de cada una de las muestras y se 
procedió a la determinación de la expresión de SDF1, CXCR4, Ets?2, Endoglina 
y Erg  por Western Blot (Tabla 1). 
 
  
 
 
Proteína (Hopman and DiPersio) Ac 1º (dilución) Ac 2º (dilución) 
SDF1 (10) SantaCruz 
Anti-Rabbit (1:250) 
Calbiochem 
(1:8000) 
CXCR4 (40-47) Abcam 
Anti-Rabbit (1:250) 
Calbiochem 
(1:8000) 
CD144 (130) SantaCruz 
Anti-Mouse (1:250) 
Calbiochem 
(1:10000) 
CD105 (95) SantaCruz 
Anti-Rabbit (1:250) 
Calbiochem 
(1:8000) 
Ets-2 (55) SantaCruz 
Anti-Rabbit (1:250) 
Calbiochem 
(1:8000) 
Erg (55) SantaCruz 
Anti-Rabbit (1:250) 
Calbiochem 
(1:8000) 
P53 (53) SantaCruz 
Anti-Mouse (1:250) 
Calbiochem 
(1:10000) 
Actina (45) SantaCruz 
Anti-Mouse (1:1000) 
Calbiochem 
(1:10000) 
Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados, peso 
molecular y diluciones. 
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2.1.4. Técnica de Western- Blot 
 Para cuantificar las proteínas específicas, se utilizaron los lisados de células 
mononucleares, los cuales una vez descongelados se mezclaron con tampón 
de carga Laemmli (BIO-RAD®) y 5% de β-mercaptoethanol (BIO-RAD®) en 
relación 1:1 y se llevaron a 95 ºC durante 5 minutos para desnaturalizar las 
proteínas. Las proteínas (20 – 40 µg) se separaron según su peso molecular 
mediante electroforesis a 100 voltios en un gel de acrilamida-SDS a una 
concentración de 4 – 15%.  
Mediante aplicación de corriente eléctrica, las proteínas separadas en los 
geles se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinil (PDVF) (Trans-
Blot® Turbo™ Midi PVDF Transfer Packs, BIO-RAD), mediante trasferencia 
semi-seca (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, BIO-RAD), durante 7 
minutos con el protocolo MIXED MW. El bloqueo para los sitios de unión 
inespecíficos se realizó con 5% de leche en polvo semidesnatada en TBS-
Tween® (Tris 25 mM, NaCl 75mM, Tween 20 0.1%, pH 7.4), durante una hora 
y media en agitación a temperatura ambiente.  
La incubación con anticuerpos primarios se realizó en solución TBS-Tween 
0.1%, a 4ºC, en agitación continua toda la noche. Se utilizaron los siguientes 
anticuerpos secundarios: anti-ratón conjugado con peroxidasa 
(CALBIOCHEM®), dilución 1:10000 y anti-conejo conjugado con peroxidasa 
(CALBIOCHEM®), dilución 1:8000, según la proteína estudiada. La 
inmunoreactividad se determinó por quimioluminiscencia con ECL (Pierce®, 
Thermo Scientific) y se visualizó mediante un sistema de detección Odyssey 
FC (LI-COR). La expresión de proteínas se cuantificó mediante análisis 
densitométrico de la banda y con planimetría semi-cuantitativa con el 
programa Image J. Se tomó la expresión de beta-actina como proteína 
constitutiva de referencia y la expresión en cada canal se refirió como “veces 
más”, tomando lo encontrado en la muestra control como la unidad de 
referencia (Laemmli, 1970). 
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2.1.5. Determinación de SDF-1α en plasma 
SDF-1α circulante es un ligando específico de CXCR4, pero debido a que 
diversos estudios han demostrado que CXCR4 está presente en las plaquetas, 
se determinó la concentración plasmática libre, realizando los siguientes 
pasos: 1) una centrifugación del plasma a 1000 g por 15 minutos, a los 30 
minutos de haber obtenido las muestras y 2) una segunda centrifugación a 
10000 g durante 10 minutos a -4º C. Posteriormente, para la cuantificación 
de los niveles de SDF-1α se utilizó un kit de ELISA (Enzimoinmunoensayo) de 
fase sólida específico para SDF-1α humano (R&D Systems, Minneapolis, 
Minnesota, Estados Unidos) que se basa en una lectura a una longitud de onda 
de 450 nm y corrección con una segunda lectura a 540nm (Lector Multi-Modal 
Synergy 2, Biotek), para corrección de los niveles estimados. Los límites de 
detección del ensayo son 156 – 10,000 pg/mL. 
 
2.2. Moléculas de adhesión en cultivos de células progenitoras endoteliales 
 
2.2.1. Aislamiento y cultivo de células progenitoras endoteliales humanas 
Se utilizaron los residuos leucoplaquetarios de donantes sanos, tras la 
separación de los hemoderivados. Este material se obtuvo del Centro Estatal 
de Transfusiones de Madrid. La sangre se extrajo (40 ml), en la campana de 
flujo en condiciones de esterilidad, utilizando una jeringa estéril de 50 ml 
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), se trasladó a tubos estériles de 
15 ml con Ficcoll (Sigma, Alemania) y se realizó un procedimiento de 
separación de células mononucleares por gradiente, descrito previamente en 
el apartado 2.1.?. Las células mononucleares obtenidas fueron sembradas en 
placas estériles de 6 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca), a 10 millones de 
células por pocillo. Cada pocillo se pre-trato con 1 ml de fibronectina 
humana a 10 µg/ml (Tebu-Bio). Las células se mantuvieron en medio de 
cultivo MV-II (PromoCell), específico de crecimiento endotelial 
microvascular, suplementado con 5% de FBS y aditivos.  Se realizó el cambio 
de medio el cuarto día y los experimentos de realizaron el séptimo día de 
cultivo. Las células se mantuvieron en incubadora de cultivo celular 
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(Memmert, Schwabach, Alemania), en condiciones estériles, a 37º C, 5% de 
CO2 y 95% de humedad relativa. 
2.2.2 Efecto de los inhibidores de DPP4 en cultivos de células progenitoras 
endoteliales 
Para evaluar el efecto de los inhibidores de DPP4 en cultivos de células 
progenitoras endoteliales, se agregaron diferentes concentraciones (1, 2 y 5 
µM) de Sitagliptina? a las 6??????, 12?????? y 24 horas previas al ?séptimo día 
de cultivo. Después de finalizar el tratamiento, se extrajo el sobrenadante 
(350μl) y se colocó en tubos eppendorf, para realizar en un segundo tiempo 
la cuantificación de SDF-1α, de acuerdo al protocolo descrito en el apartado 
2.???.  
Posteriormente, a cada cultivo sin sobrenadante, se le realizaron 2 lavados 
con PBS frío, se agregó la solución de lisado, se cuantificó la concentración 
de proteínas por espectrofotométrica y se procedió a la determinación de 
SDF1, CXCR4 y p53 por Western blot. Se tomó la expresión de β-actina como 
proteína constitutiva de referencia.  
 
3. Métodos de adhesión de las células progenitoras endoteliales y su 
funcionalidad en arterias humanas desendotelizadas 
  
3.1. Estudio histomorfométrico 
 
Para determinar la interacción entre la lesión del vaso (hiperplasia 
neointimal) y el eje SDF1/CXCR4, se realizó la caracterización de las arterias 
mamarias internas, realizando el estudio histomorfométrico de las mismas. 
El cual consistió en determinar las siguientes medidas en las arterias de 
pacientes diabéticos y no diabéticos y/o ateroscleróticos:  
Medidas iniciales:  
 LEE: área incluida dentro de la lámina elástica externa 
 LEI: área delimitada por la lámina elástica interna 
 AL: área ocupada por la luz de la arteria 
Medidas secundarias: 
 ATM: área de la túnica media (LEE- LEI) 
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 AN: área de la neoíntima(LEI – AL) 
 % de reestenosis por área: PORCENTAJE DE LA NEOÍNTIMA QUE 
OCUPA EL ÁREA DE LA lEI 
                            [1-(AL/LEI)] x 100  
 Índice AN/LEE: relación entre el AN y el área de LEE 
 
3.2 Estudio inmunohistoquímico. Expresión del eje SDF1/CXCR4, en las 
arterias de los pacientes revascularizados diabéticos y no diabéticos y/o 
ateroscleróticos 
 
Para determinar la expresión en el eje SDF1/CXCR4, se utilizaron las arterias 
de pacientes ateroscleróticos diabéticos y no diabéticos, sometidos a 
revascularización miocárdica quirúrgica. Se han utilizado arterias mamarias 
internas al ser estas las más utilizadas en Cirugía cardiaca de 
revascularización coronaria. El estudio se ha realizado con  los segmentos 
sobrantes de estas arterias, provenientes de las cirugías de revascularización 
del Hospital Clínico San Carlos (Madrid), estos segmentos de arteria mamaria 
interna  fueron recogidos  en el quirófano en un tubo falcon de 15 ml, el cual 
contenía medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) con penicilina, estreptomicina 
y anfotericina B al 1% (Gibco - Invitrogen life tecnologies),  posteriormente 
se trasladaron, en los 30 minutos siguientes, en condiciones asépticas y en 
contenedores con hielo para su utilización al laboratorio de Farmacología de 
la Facultad de Medicina, en el laboratorio cada segmento de arteria fue 
limpiado de grasa y adherencias y se realizaron 2 lavados con PBS frío, se  
incluyeron en PFA al 4% para su fijación, y posterior utilización.  
 
3.2.1. Localización intracelular de proteínas por microscopía confocal 
La localización y expresión de las proteínas SDF1 y CXCR4, se realizó 
mediante la técnica de inmunofluorescencia en cortes histológicos de los 
segmentos de arterias mamarias internas. Cada segmento de arteria después 
de ser fijado en PFA al 4% se deshidrató en concentraciones crecientes de 
etanol (70º, 90º y 10?º) y butanol y finalmente se incluyeron? en?? parafina 
líquida a 60º durante toda la noche y al día siguiente se colocaron en moldes 
debidamente etiquetados, se dejaron enfriar y se extrajeron los bloques. 
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Posteriormente se realizaron cortes de 7 micras de espesor con micrótomo 
(Leica), se recogieron en laminillas tratados con 3-aminopropiltrietoxisilano 
(Fluka, Buchs, Suiza) diluido al 2% en acetona y  se desecaron en una estufa 
de secado a una temperatura de 50º durante 24 horas.  
Tras desparafinarlos e hidratarlos, se efectuó el desenmascaramiento 
antigénico por calor con tampón citrato (pH: 6,1), durante 20 minutos a 95ºC. 
Se realizaron dos lavados con TBS y posteriormente 5 lavados de 5 minutos 
con TBS-Tritón 0.3%. Tras el último lavado se montó en cámara húmeda y se 
bloquearon las uniones inespecíficas (TBSTx 0.3% + 10% goat serum + 3% BSA) 
durante una hora a temperatura ambiente. Se retiró el exceso de líquido y 
se añadieron los anticuerpos primarios específicos de SDF1, monoclonal de 
ratón (R&D SYSTEMS®) y CXCR4, policlonal de conejo (abcam®) y se 
incubaron en solución  TBSTx 0.3% + 2.5% goat serum en diluciones de 1:50, 
1:100 y 1:200 respectivamente durante 48 horas a -4ºC.  
Los anticuerpos secundarios correspondientes Alexa 488 goat (Molecular 
probes®), anti ratón y Texas Red goat (Molecular probes®), anti conejo, se 
incubaron durante toda la noche a 4ºC en dilución 1:200 en una solución 
TBSTx 0.3% + 2.5% goat serum. Finalmente, posterior al lavado con TBSTx 
0.3% y secado, las preparaciones se incluyeron en el medio de montaje 
Vectashield hard set con DAPI (VECTOR®) y guardadas en nevera a 4ºC para 
su posterior estudio.  
Para verificar que no existieran reacciones cruzadas entre los anticuerpos 
primarios y secundarios, se realizaron incubaciones con cada uno de los 
anticuerpos por separado y después con ambos anticuerpos secundarios. De 
la misma forma, se realizaron experimentos a diferentes tiempos hasta 
establecer en tiempo óptimo que no mostrara un exceso de marcaje.  
La visualización de las proteínas se realizó por microscopia de 
inmunofluorescencia (microscopio confocal OLYMPUS FU1200), la 
cuantificación de la expresión de la proteína en estudio se realizó mediante 
planimetría semi-cuantitativa con el programa Image J. El valor positivo se 
restó al del control negativo y el porcentaje de diferencia fue referido como 
“veces más expresado que en muestra control”. 
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 3.3 Modelo “ex vivo” de reactividad vascular 
 
Los experimentos del estudio de la reactividad vascular de la presente tesis 
doctoral, se llevaron a cabo en arterias mesentéricas humanas, a través de 
las cuales se hizo pasar un flujo de células progenitoras endoteliales (EPCs) 
provenientes de población sana. Las EPCs  fueron cultivadas de acuerdo con 
el protocolo de experimentación descrito anteriormente en el apartado 
2.2.1. Al día 7 de cultivo, las células se levantaron con Acutasa (Laboratorios 
PAA, Unz, Austria), y se re-suspendieron a una concentración de 350.000 
células/ml en medio HBSS suplementado con Ca2 + (1 mM) y Mg2 + (1 mM), y 
se procedió a realizar el experimento de adhesión por flujo como a 
continuación se detalla ampliamente.   
 
3.3.1 Arterias mesentéricas 
Debido a su  tamaño y grosor, las  arterias mamarias  no permiten  una 
adecuada visualización de las mismas en la cámara de reactividad   (Miógrafo 
de Mulvany y Nyborg de presión por flujo), por lo que, para realizar los 
experimentos de reactividad vascular se utilizaron arterias mesentéricas de 
pacientes sometidos a cirugías abdominales, realizadas en el servicio de  
cirugía II del Hospital Clínico San Carlos de Madrid. Las arterias se obtienen 
como muestra de vaso sanguíneo del desecho de  cirugía abdominal. La 
intervención quirúrgica fue decidida en cada caso por separado, por un 
comité del servicio de cirugía II, valorando estado clínico del paciente y su 
patología de base, mediante estudios de analítica e imagen realizados 
previamente.  
El estudio engloba arterias mesentéricas de pacientes de 30 a 90 años. Cada 
paciente es entrevistado y se dispone de la siguiente información: edad, 
género, índice de masa corporal, así como antecedentes de: diabetes, 
hipertensión, hipercole?terolemia, tabaquismo y neoplasia.  
El tejido graso abdominal se extrajo en el quirófano, inmediatamente se 
colocó en un tubo falcon estéril, el cual contiene medio de cultivo RPMI 
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suplementado con1% de antibiótico y se mantuvo en nevera (4ºC)hasta su 
transporte al laboratorio de farmacología. El segmento arterial se limpió bajo 
una lupa binocular en un microplato de disección, el cual contenía solución 
salina fisiológica (SSF) fría, con la ayuda de unas pinzas y tijeras de 
microdisección, eliminando todo el tejido conectivo y tejido graso 
circundante, tratando de no dañar los segmentos arteriales. El 
procedimiento se realizó manteniendo el tejido frío y burbujeado con 
carbógeno (solución gaseosa, mezcla de CO2 5% + O2 95%). 
Debido a que durante la operación, las muestras podrían haber sufrido algún 
tipo de daño, se excluyeron las arterias que presentaran las siguientes 
características: 
 Arterias con daño mecánico (ocasionado por uso de clips, grapas,  
suturas, mallas metálicas o cauterización). 
 Arterias que sufrían isquemia (ocasionado por bloqueo de los vasa 
vasorum o por almacenamiento en condiciones de hipoxia). 
 Arterias con daños químicos o térmicos (exposición a soluciones con 
alteraciones en el pH, osmolaridad, temperatura). 
 Arterias que sufren distensión manual bajo presiones no controladas 
para evitar áreas espasmódicas. 
 
3.3.2.  Protocolo de experimentación 
Se utilizaron anillos de  arteria  que tenía una longitud de 15 mm,  tras su 
cuidadosa disección, se procedió a denudar el endotelio del vaso,  en este 
punto  los anillos se montaron, en  una cámara de flujo  y se procedió a 
anudar los extremos del anillo a los capilares abiertos de vidrio de la cámara 
mediante sutura quirúrgica de 6-0, consiguiendo una estructura tubular 
abierta que permitió el paso de una solución. La arteria se encontraba 
sumergida en un baño de órganos que contenía 10 ml de solución fisiológica 
de Krebs a 37°C, que se mantuvo a temperatura constante empleando un 
baño termostático con bomba de infusión (Figura 9).  
                                                                                                        MATERIAL Y MÉTODOS 
 44 
 
 
 
Con el circuito abierto se procedió a perfundir el tampón de Krebs a 37°C (se 
mantuvo la temperatura del tampón empleando un baño termostático) y se 
dejó estabilizar la arteria durante 40 minutos. Se registró el diámetro 
externo del vaso mediante una cámara Nikon Digital Sight DS-Vi1, de alta 
tasa de disparo, acoplada a un microscopio Leica DM IL LED, registrándose 
como se aprecia en la Figura 9. Posteriormente, se procedió a cerrar el 
circuito para obtener la presión deseada que, para una arteria de diámetro 
menor (en condiciones basales, sin presión), fue de 40mmHg y para una 
arteria de diámetro mayor fue de 70mmHg. La presión se obtuvo elevando el 
sistema de columnas acopladas a la cámara (Figura 10), hasta que el 
manómetro indicó la presión transmural deseada. Se dejó estabilizar durante 
15 minutos y se midió el diámetro externo (después de aplicar presión) con 
el sistema anteriormente descrito.  
Figura 9. Representación esquemática del modelo de adhesión por flujo (bajo patente). 
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Se corroboró la funcionalidad del vaso, sustituyendo el tampón de Krebs del 
baño de órganos por Krebs alto potasio (K+ 80 mM), la respuesta positiva 
indicó que el vaso era funcional, se realizaron tres lavados con tampón Krebs 
a 37°C para que el vaso volviera a su estado inicial, finalmente se dejó 
estabilizar durante 30 minutos. 
Posteriormente, se expuso el vaso a una serie de sustancias vasoactivas que 
se añadieron al baño de órganos (10ml). Primero se añadió una sustancia 
vasoconstrictora (NA 10-5 M) y se registró la contracción obtenida. Después, 
se añadió una sustancia vasodilatadora (ACh 10-5 M) y se registró la relajación 
obtenida. Se realizaron tres lavados con tampón Krebs a 37°C para que el 
vaso volviera a su estado inicial y se dejó estabilizar durante 30 minutos. 
Figura 10. Segmento de arteria mesentérica acoplado al sistema de capilares en a) sin 
presión y en b) con presión. 
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Se abrió el circuito para permitir el paso a través de las arterias, de un flujo 
constante (0,1 y 0,3 ml/min), de la suspensión de células progenitoras 
endoteliales (350.000 células/ml) en solución HBSS, suplementado con Ca++ 
(1 mM) y Mg++ (1 mM), por medio de una bomba de infusión, por un periodo 
de 1 hora. Las EPCs en suspensión, se mantuvieron en un depósito estéril, a 
una temperatura constante de 37°C bajo agitación suave. 
A continuación, después de la perfusión, se cerró el circuito, se dejó 
estabilizar la arteria  y se procedió a realizar nuevamente los protocolos de 
experimentación para evaluar la reactividad vascular con las sustancias NA y 
Ach, registrando los nuevos valores de contracción y relajación obtenidos, 
para poder estudiar el efecto de reparación de las EPCs. Una vez terminado 
el experimento, se realizaron estudios de inmunohistoquímica, con la técnica 
descrita en el apartado 3.2.1 para evaluar la adhesión de las EPC en la pared 
arterial. 
 
4. Estudio del factor de transcripción Ets-2 
 
Para estudiar el papel del factor de transcripción Ets-2 y su relación con 
moléculas de adhesión y regulación endotelial, se realizó la determinación 
de su expresión en células progenitoras endoteliales en sangre periférica, 
con los protocolos descritos previamente en los apartados 2.1.2 a 2.1.4. Los 
resultados obtenidos se correlacionaron con los parámetros clínicos de los 
pacientes y se verificó su interacción.  
 
4.1 Inhibición mediante siRNA  
Para determinar el efecto inhibitorio del factor de transcripción Ets-2, se 
silenció la expresión por siRNA en cultivos de células progenitoras 
endoteliales y se verificó por prueba de Western – blot. Para realizar el 
silenciamiento de los factores de transcripción, se utilizó un agente de 
transfección  siPORT NeoFX (Ambion), el cual se diluyó en medio OPTI-MEM I 
(5μL/100 μL), previamente atemperado y se incubó por 10 minutos. Se 
diluyeron los silenciadores Silencer® Select siRNAs (SiRNA control, 
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SiRNA4850, SiRNA4851, SiRNA4852) en el medio OPTI-MEM I, primero cada 
uno por separado y después en combinación, hasta obtener la inhibición 
óptima de trabajo. La concentración final fue de 5μM para cada uno. 
Posteriormente se mezclan con el agente de transfección siPORT NeoFX y se 
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para permitir la 
formación de los complejos de transfección. Finalmente se agregaron a cada 
uno de los pocillos de cultivo.  
A las 24 horas de la transfección, se retira el medio con OPTI-MEM I y se 
agrega medio MV-II. Se realizó el cambio de medio el cuarto día y los 
experimentos se realizaron al séptimo día. Las células se mantuvieron en una 
incubadora de cultivo celular (Memmert, Schwabach, Alemania), en 
condiciones estériles, a 37º C, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa. 
En el séptimo día, se realizaron los experimentos siguientes:  
- Recogida de medios condicionados 
- Contaje de unidades formadoras de colonias (UFC). 
- Extracción de proteínas y determinación por Western – blot.  
 
4.2. Evaluación del medio condicionado en cultivo 
Para evaluar si el medio condicionado es capaz de reproducir un efecto 
similar a las células progenitoras endoteliales, debido a las secreciones 
celulares que quedan sobre ellas en los pocillos de cultivo, se realizó el 
siguiente experimento: 
Se recogió el sobrenadante de los cultivos de los experimentos realizados en 
el apartado 4.1. Se centrifugó a 1500 rpm, durante 10 minutos y el 
sobrenadante se llevó a un nuevo tubo eppendorf  y se agregaron 250μl de 
SupplementMix (Promocell). Posteriormente, el medio condicionado 
suplementado se agregó al cuarto día, en los cultivos de células progenitoras 
endoteliales durante 72 horas el séptimo día se realizó el contaje de unidades 
formadoras de colonias (UFC), y finalmente se realizó la extracción de 
proteínas y se verificó la expresión de proteínas SDF1, CXCR4, y endoglina por 
Western - blot.  
                                                                                                        MATERIAL Y MÉTODOS 
 48 
 
5. Descripción operacional de las variables 
 
5.1. Variable Dependiente 
Expresión de SDF1: expresión en unidades arbitrarias o en porcentaje 
respecto al control, según el método de evaluación. 
5.2. Variables independientes 
En el protocolo de recogida de datos se han incluido 20 variables 
independientes, su codificación,  definición operacional y escala de medición 
se detallan en las Tablas 2 y 3. 
Las variables experimentales, definición y unidades de medición fueron 
definidas en la descripción del procedimiento. 
VARIABLES SOCIODEMOGRÁFICAS 
CÓDIGO NOMBRE SIGNIFICADO ESCALA DE 
MEDICIÓN 
VALOR 
EDAD Edad del paciente Años cumplidos 
al día de la 
cirugía 
Continua Años cumplidos 
Sexo Género del 
paciente 
Fenotípico Discreta, 
dicotómica 
0=Mujer, 
1=Hombre 
IMC Índice de masa 
corporal 
Determinada 
por fórmula de 
Quetellet 
Continua IMC=peso/talla2 
Tab Tabaquismo 
actual 
Tabaquismo 
durante el 
último año 
Discreta, 
ordinal 
0= NO, 
1= Si, 
2= Ex fumador 
DM Diabetes Mellitus 
tipo 2  
Referida por 
paciente, HC, 
consumo de 
HGO, insulina 
Discreta 
dicotómica  
0= NO, 
1= Si 
HAS Hipertensión 
Arterial y tiempo 
de evolución en 
meses 
Referida por el 
paciente o HC 
Compuesta: 
Discreta 
dicotómica y 
Continua 
(meses de 
evolución) 
0= NO, 
Cualquier 
número 
diferente será si 
y evolución en 
meses 
HLP Hiperlipidemias  Referida por el 
paciente o HC 
Discreta, 
dicotómica 
0= No, 
1= Si 
OBE Obesidad Clasificación de 
acuerdo con 
OMS por IMC 
Discreta, 
ordinal 
I= 19 - 24,9 
II= 25 – 29,9 
III= 30 – 34,9  
IV= 35 – 36,9 
V= >40  
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HGO Ingesta de 
hipoglucemiantes 
orales 
Referida por el 
paciente o HC 
Discreta, 
nominal 
0= No,  
1= Metformina 
2=GLP1 
3= Inh DPP4 
AI Aplicación de 
Insulina 
Referida por el 
paciente o HC 
Discreta, 
dicotómica 
0= No, 
1= Si 
IAMp Infarto Agudo 
previo 
Infarto previo y 
días antes, 
referida por el 
paciente o HC  
Discreta 
ordinal 
0= No,  
1= <30 días 
2= 31 a 90 d, 
3=>90 d 
EuroS Escala de 
EuroSCORE 
Calculado 
antes de la 
cirugía 
Discreta, 
ordinal 
Puntaje de 0 a 
15 
FE Fracción de 
eyección  
Referida por 
estudio 
hemodinámico 
previo 
Continua Porcentaje 
reportado 
 
 
VARIABLES BIOQUÍMICAS 
CÓDIGO NOMBRE SIGNIFICADO ESCALA DE 
MEDICIÓN 
VALOR 
Gluc Glucosa 
sérica 
Medición en suero Continua Valor 
expresado en 
mg/dl 
Creat Creatinina Medición en suero Continua Valor 
expresado en 
mg/dl 
FG Filtrado 
glomerular 
Calculado por la fórmula 
de Cockcroft-Gault 
corregida por superficie 
corporal  
Continua Valor 
expresado en 
ml/min/1,73m2 
SDF-1α SDF-1α Concentración 
plasmática libre 
Continua Valor 
expresado en 
pg/ml 
Mon Monocitos Medición en sangre Continua Valor en  
células/microL 
Plaq Plaquetas Medición en sangre Continua Valor en u/mcL 
 
 
                                                                                                                                          
Tabla 2. Codificación, descripción operacional y escalas de medición empleadas en las variables 
Sociodemográficas analizadas en el estudio. 
 
Tabla 3. Codificación, descripción operacional y escalas de medición empleadas en las variables 
bioquímicas analizadas en el estudio. 
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6. Aspectos estadísticos 
 
 Para cada variable, se realizó un análisis descriptivo, los datos cuantitativos 
se expresan como media y desviación estándar (DS) si su distribución cumple 
los requisitos de normalidad y mediana y mad como medidas de tendencia 
central y de dispersión respectivamente, si no son paramétricas. Los datos 
cualitativos se expresan en porcentaje o distribución de frecuencia. 
El análisis bivariado por diagnóstico de diabetes mellitus de los datos socio-
demográficos, bioquimicos y de seguimiento se efectuaron con pruebas de 
Chi-cuadrada, exacta de Fisher, t de Student o U de Mann-Whitney según 
correspondió.  
Los análisis comparativos de valores de expresión de SDF1, CXCR4, endoglina, 
Erg y Ets-2 en las EPCs y tejido arterial, así como de los valores séricos de 
SDF-1α en sujetos diabéticos y no diabéticos se realizaron con prueba de t 
de Student si la distribución tenía criterios de normalidad.   
Las comparaciones múltiples se analizaron mediante ANOVA o su equivalente 
no paramétrico y con prueba de HSD de Tukey post-hoc si la Anova era 
significativa. El análisis exploratorio de asociación entre variables se realizó 
con el coeficiente de correlación de Pearson si ambas variables tenían 
distribución normal y con la prueba de correlación resistente en caso 
contrario (Rousseew y Van Zomeren, 1990). 
Los analisis de regresión multiple se realizaron por selección del mejor 
modelo, esto es determinar las contribuciones únicas de varios factores de 
riesgo a un solo evento o resultado, el cual se determina mediante el uso de 
la técnica escalonada con eliminación de variables por pasos sucesivos para 
determinar las variables explicativas en el modelo. Se consideró un modelo 
inicial con todas las variables y se extrajeron aquellas con un valor de p ≤ 
0.5 para realizar un nuevo modelo. La entrada y la salida de variables en los 
pasos sucesivos se estableció para los valores de p < 0.05 y p ≥ 0.20, 
respectivamente, hasta obtener las variables que tuvieran significancia, se 
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corroboró el modelo, el tipo de relación y se efectuó el análisis Eta2 para 
determinar la contribución porcentual de cada variable en el modelo 
explicativo o la asignación del riesgo a cada variable en el modelo de 
predicción (Cohen y Cohen, 1975). 
 
7. Aspectos Éticos 
 
Se obtuvo la autorización del comité ético del Hospital Clínico “San Carlos” 
para la realización de este estudio. Es un estudio de bajo riesgo, ya que es 
observacional, prospectivo. El segmento de arteria para estudio se utilizó 
solamente si había material sobrante de la cirugía, sin embargo, se obtuvo 
consentimiento informado de todos los pacientes para la cirugía y la 
utilización del material quirúrgico con fines de experimentación. 
 
8. Financiación  
 
Los estudios de cultivo celular, Wester-bot, reactividad vascular,manejo 
informático de la base de datos y análisis estadístico se realizaron en el 
laboratorio de la Prof. Teresa Tejerina, en el Departamento de Farmacología 
de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense. 
Los estudios de inmunohistoquímica, se realizaron en el Departamento de 
Anatomía  de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense. 
El estudio de microscopía confocal se practicó en las unidades de microscopia 
del Área de Ciencias Biológicas (CAI) de la Universidad Complutense de 
Madrid. 
 Para la realización de este trabajo se contó con financiación del Fondo de 
Investigaciones Sanitarias mediante el FISS PI12-00590. 
Úrsula Fabiola Medina Moreno contó con la beca otorgada por el Consejo 
Nacional de Ciencia y Tecnología de México (CONACyT)-Gobierno del Estado 
De San Luis Potosí (Reg. 215062, CVU 308929), a través del programa para la 
formación de recursos humanos de Alto nivel en programas de posgrado de 
calidad en el Extranjero. 
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Análisis descriptivo de los pacientes estudiados 
 
En la presente tesis doctoral, se incluyeron un total de 90 pacientes 
sometidos a revascularización miocárdica, en el periodo comprendido de 
enero de 2012 a diciembre de 2014 en el servicio de cirugía cardiaca del 
Hospital Universitario Clínico San Carlos. Las principales características de la 
cohorte estudiada están resumidas en la tabla 5. Se eliminaron 3 pacientes 
con antecedente de revascularización previa al periodo de realización del 
presente estudio;  2 pacientes cuya muestra sanguínea no se logró procesar,  
por  no cumplir   las condiciones de extracción y almacenamiento y 1 paciente 
cuya muestra sanguínea no fue suficiente para la determinación proteica. 
Con lo cual, a continuación se describen los resultados de 83 pacientes que 
si cumplían los criterios de selección para su estudio, los cuales continuaron 
en seguimiento 30 días posteriores a la cirugía.   
En el caso de las arterias mesentéricas de los pacientes de cirugía abdominal, 
se incluyeron 77 arterias en el periodo comprendido de enero de 2013 a 
diciembre de 2014, el rango de edad de los pacientes, fue de 50 a 91 años. 
La descripción detallada de las características clínicas observadas se 
encuentra en el apartado 5.2. 
Del total de pacientes revascularizados de las cohorte estudiada, el 22% 
fueron mujeres, con un promedio de edad 66,4 ± 11 con rango entre 60 y 80 
años de edad; la media del índice de masa corporal fue de 28,8 ± 4,8. Las 
patologías observadas fueron: dislipidemia 67%; DM tipo 2, 46%; hipertensión 
arterial 78%; tabaquismo activo 24%; Obesidad de acuerdo a la clasificación 
de la Organización Mundial de la Salud (OMS): pre-obesidad 47%, Obesidad 
grado I, 23% Obesidad grado II, 4%, y  obesidad grado III, 3%. El 47% de los 
pacientes estudiados no tenía antecedentes de infarto previo a la cirugía de 
revascularización, la fracción de eyección promedio fue 53,4 ± 13 %. El 
promedio en la escala EuroSCORE de los pacientes fue de 5,2 ± 4.7.   
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La cohorte se dividió en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos y se 
realizó el análisis comparativo entre variables. Destaca la diferencia 
estadísticamente significativa en una mayor frecuencia de dislipidemia en 
pacientes revascularizados  con DM2 (RVnoDM2 55% vs RVDM2 82% 
respectivamente, p=0,01) y  tabaquismo activo en pacientes revascularizados 
no diabéticos (RVnoDM2 40% vs RVDM2 13%) p=0,02 (Tabla 4). 
 
 
 
 
Al analizar los parámetros bioquímicos y séricos no encontramos diferencias 
estadísticamente significativas o fuera de los rangos considerados normales 
para la edad. Solo  se encontraron diferencias significativas  en el caso de 
los niveles séricos de glucosa,  siendo  mayores en el grupo de pacientes con 
diabetes mellitus tipo 2 (RVDM2 156,4mg/dl vs RVNoDM2 101,1 mg/dl), p 
<0,0001 (Tabla 5). Es de destacar que algunos pacientes revascularizados con  
Tabla 4. Características clínicas de la cohorte de pacientes revascularizados. División 
en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos. ¶ = Prueba t de Student,  ‡= Prueba  
Χ2,     †= Prueba exacta de Fisher. HTA: hipertensión arterial; IAM: infarto agudo 
miocardio; IMC: índice de masa corporal; FE: fracción de eyección. 
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mellitus tipo 2, presentaron niveles preoperatorios de casi 400mg/dl de 
glucosa, a pesar de contar con tratamiento de base (Tabla 5). 
Diabetes Mellitus tipo 2, presentaron niveles de casi 400mg/dl de glucosa.
 
 
 
En cuanto al promedio de evolución de la enfermedad cardiovascular, la 
media fue de 38,11 ± 69,5 meses con un rango de 0 a 384 meses para el total 
de los pacientes revascularizados. Al hacer el análisis por grupos de pacientes 
diabéticos y no diabéticos, encontramos una variación importante entre la 
cronicidad de cada grupo y el momento de la realización de la cirugía de 
revascularización (RVNoDM2 46,1 ± 86,8 meses vs RVDM2 29,6 ± 53,4 meses, 
p=0, 0.32), aunque no estadísticamente significativa.   
De esta forma, al sub clasificarlos en grupos de evolución (grupo 1: menos 
de 6 meses de evolución; grupo 2: de 6 a 12 meses; grupo 3: de 13 a 60 meses 
y grupo 4: más de 60 meses), tenemos una diferencia con tendencia a la 
significancia, p=0,0799. Observamos un número mayor de pacientes no 
diabéticos, sin antecedentes de enfermedad cardiovascular  a los cuales se 
les ha realizado una cirugía de revascularización; y por el contrario, más 
pacientes diabéticos con enfermedad cardiovascular crónica, que son 
sometidos a revascularización (Figura 11). 
 Grupo total 
Pacientes 
Revascularizados 
NO DM2 (n=45) 
Pacientes 
Revascularizados 
DM2(n=38) 
P 
Glucosa (mg/dl) 127,7±59 100,6 ± 23,1 159,1 ± 71,3 <0,0001 ¶ 
Creatinina 1,1 ± 0,5 1,1 ± 0,3 1,2 ± 0,8 0.3303¶ 
Filtrado 
Glomerular 
70,7 ± 22,3 72,1 ± 21,2 6912 ± 23,7 0.5472¶ 
Leucocitos 7290± 2267 7308 ± 2231 7667 ± 2344 0,9351 ∬ 
Plaquetas (u/L) 212988 ± 7235 214133 ± 81240 211631 ± 61249 0,8735 ∬ 
Monocitos (u/L) 647.6± 228,3 645 ± 245 650 ± 210 0,9282∬ 
Tabla 5. Variables bioquímicas de la cohorte de pacientes revascularizados. División en grupos de pacientes 
diabéticos y no diabéticos. ¶ = Prueba t de Student. ∬= Prueba U de Mann-Whitney. 
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En cuanto al análisis de la capacidad funcional de los pacientes de acuerdo 
con la clasificación de la New York Heart Association (NYHA) para la 
insuficiencia cardiaca congestiva, tenemos que solo el 4% (3/71) de los 
pacientes  se encontraban en clase funcional IV  (Tabla 6). Y al analizar por 
pacientes con o sin diabetes, encontramos mayor porcentaje de pacientes 
no diabéticos (72%) en clase funcional I, con tendencia a la significancia (p= 
0,05), comparados con los pacientes diabéticos (40%). 
 
 
 
 
 
 
 
Clasificación 
NYHA 
Grupo total 
Pacientes  
Revascularizados 
NO DM2  
Pacientes  
Revascularizados 
DM2  
p 
I (40/71) 56% (26/36) 72% (14/35) 40% 
0.0534¤ 
II (17/71) 24% (6/36)17% (11/35) 31 % 
III (11/71) 15% (3/36)8% (8/35) 23% 
IV (3/71) 4% (4/36)3% (2/35) 6% 
Figura 11. Grupos de evolución cardiovascular de la cohorte de pacientes revascularizados. División 
en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos. Grupo 1: < de 6 meses de evolución; grupo 2: 
de 6 a 12 meses; grupo 3: de 13 a 60 meses y grupo 4: > de 60 meses). 
Tabla 6. Capacidad funcional (NYHA) en la cohorte de pacientes revascularizados. 
División en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos.  ¤ Test de Pearson´s. NYHA: 
New York Heart Association. 
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En cuanto al tratamiento de las patologías asociadas se refiere, en los 
pacientes diabéticos encontramos que, un 8% controla su enfermedad a base 
de dieta, un 50% utiliza algún tipo de antidiabéticos orales solos o 
combinados, un 39% se aplica algún tipo de insulina y solo un 3% utiliza una 
combinación de antidiabéticos orales e insulina.  
Respecto a los pacientes con hipertensión arterial, tenemos que un 83% 
utilizan 2 o más fármacos y un 9 % no toman tratamiento, a pesar de saberse 
con la enfermedad y este porcentaje es mayor en pacientes no diabéticos 
(Tabla 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
En el caso de los pacientes con dislipidemia, tenemos que el 75 % toma algún 
tipo de hipolipemiante (estatinas en su mayoría) y un 25 % de los pacientes 
no toma tratamiento a pesar de conocerse con la enfermedad (Tabla 8).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Tratamiento 
Pacientes 
 HTA 
Pacientes  
Revascularizados 
NO DM2 
Pacientes  
Revascularizados 
 DM2 
P 
1 Fármaco (5/65) 8% (3/33) 9% (2/32) 6% 
0.2078+ 2 o más (54/65) 83% (25/33) 76% (29/32) 91% 
No lo usan (6/65) 9% (5/33)15% (1/32) 3% 
Tratamiento 
Pacientes 
Dislipidemicos 
Pacientes  
Revascularizados 
NO DM2 
Pacientes  
Revascularizados 
 DM2 
p 
1 o más (42/56) 75% (19/25) 76% (23/31) 74% 
0,8767 
Ninguno (14/56) 25% (6/25) 24% (8/31) 26% 
Tabla 7. Frecuencia de ingesta de fármacos en los pacientes hipertensos. División en 
grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos.  +Fisher. HTA: hipertensión arterial. 
 
Tabla 8. Frecuencia de ingesta de fármacos en los pacientes con dislipidemia. División 
en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos.  +Fisher.  
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Al analizar la presencia de complicaciones en la cohorte de pacientes 
estudiada, encontramos que las complicaciones cardiacas son las más 
frecuentes (20%), y al dividir en grupos de pacientes diabéticos y no 
diabéticos tenemos mayor presencia de complicaciones cerebrovasculares 
(3%) y muerte (8%) en pacientes diabéticos en comparación con no 
diabéticos, en los cuales predominan las complicaciones cardiacas (24%) y 
complicaciones mixtas (15%) (Tabla 9).  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
4. Funcionalidad y papel de las moléculas de adhesión en  pacientes 
ateroscleróticos diabéticos y no diabéticos sometidos a revascularización 
miocárdica 
 
4 .1 Niveles de SDF-1α en plasma  
 
Está bien descrito, que en sangre periférica es la hipoxia inducida por 
elevados niveles de SDF-1α lo que moviliza a las EPCs  al sitio de lesión. 
Debido a esto, analizamos los niveles de SDF-1α en plasma de los pacientes 
sometidos a revascularización divididos en diabéticos y no diabéticos 
observando  una diferencia estadísticamente significativa (p= 0,0310) entre 
los grupos, ya que los niveles de SDF-1α en los diabéticos (4143ρg/ml ± 708,3) 
son mayores que en los no diabéticos (3542ρg/ml ± 1054) (Figura12).  
Complicaciones Cohorte total 
Pacientes  
Revascularizados 
NO DM2 
Pacientes  
Revascularizados 
 DM2 
P 
Sin complicaciones (47/83) 56% (24/45) 53% (23/38) 60% 
0,47
54+ 
C. Cardiacas (17/83) 20% (11/45) 24% (6/38)16% 
C. Renales (4/83) 5% (2/45) 4% (2/38)5% 
C. Cerebrovasculares (1/83) 1% (0/45) -% (1/38)3% 
C. Mixtas (C, R, Rp, CV) (10/83) 12% (7/45) 16% (3/38)8% 
Muerte (5/83) 5% (1/45) 2% (3/38)8% 
Tabla 9. Complicaciones postoperatorias presentadas en la cohorte de pacientes revascularizados. 
División en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos. +Test exacto de Fisher. 
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Al analizar los niveles de SDF-1α y el antecedente de infarto previo, 
observamos un aumento con tendencia significativa en los pacientes con IAM 
previo de 1 a 7 días en los pacientes diabéticos (Figura 13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Posteriormente, al realizar el análisis para determinar la contribución 
independiente de cada uno de los factores de riesgo estudiados, en los 
valores de SDF1α en los pacientes diabéticos y no diabéticos y/o 
revascularizados, observamos una asociación directa con la edad (p = 0.078) 
y en forma estadísticamente significativa con los niveles de HB1A (p =0.021) 
y en forma indirecta con los niveles de HDL  (p=0.062), y con el uso de 
insulina  (p=0.049). (Tabla 10).  
 
Figura 12. Niveles de SDF-1α en la cohorte de pacientes revascularizados. 
División en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos. Prueba t de Student 
Figura 13. Niveles de SDF1α y su relación con antecedente previo de infarto. División 
en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos. Prueba t de Student 
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El modelo de estudio (SDF-1α ~ Edad + HB1A + HDL + IAI) (Figura 14), explica 
el 27 % de los niveles séricos de SDF-1α observados y un 73% de la variabilidad 
del valor de SDF-1α, es debida a otras variables no incluidas en el estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Variable ẞ-estimada P Eta2 
Edad 28.21 0.0781 4,2 % 
HB1A 298.42 0.0213 8 % 
HDL -23.15 0.0619 7 % 
IAI  -859.63 0.0495 7,8 % 
Tabla 10. Variables asociadas en forma independiente al nivel de la expresión de 
SDF1, la primera columna es el valor de la β (signo y valor parcial de la regresión 
estimada para la variable), la segunda columna el valor de p y la tercera, Eta2 
(proporción de la variación de SDF1, explicada cuando las otras variables explicativas 
permanecen constantes). R2 múltiple = 0,27; ajustada = 0.20. 
 
Figura 14. Graficas representativas de los valores de SDF-1α observados en los 
pacientes revascularizados diabéticos y no diabéticos y el efecto de los factores 
de riesgo en el modelo de estudio analizado.  
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4.2 Alteraciones en la expresión del eje SDF1/CXCR4 en las EPCs y su 
relación con parámetros clínicos.  
 
Se aislaron EPCs procedentes de sangre periférica en pacientes sometidos a 
revascularización miocárdica y se valoró la expresión del eje SDF1/CXCR4 y 
de CD105, ERG y Ets-2, mediante Western- blot. Posteriormente se dividieron 
por grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos y/o aterosclerosis, 
destacando una diferencia estadísticamente significativa en la expresión de 
SDF1 (p=0,0026), al comparar el grupo de pacientes revascularizados no 
diabéticos (3,2± 2,3) vs  diabéticos (1,41 ± 1,4) (Tabla 11).  
Respecto a la expresión de CXCR4, CD105, Ets-2, ERG, no se observó una 
diferencia estadísticamente significativa, pero si una tendencia a una mayor 
expresión en los pacientes revascularizados no diabéticos (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pacientes 
revascularizados 
No DM (n=34) 
Pacientes revascularizados 
DM2  (n=28) 
P 
SDF-1 3,2± 2,3 1,41 ± 1,4 0,0026 ¶* 
CXCR4 1,32 ± 1 1,08 ± 0,9 0,3597⨏ 
CD105 0,95 ± 0,8 0,80 ± 0,6 0,5005¶ 
Ets-2 1,6 ± 1,5 1,17± 1 0,1055¶ 
ERG 1,17± 1.7 (n=15) 0,52 ± 0,74 (n=16) 0,0418 ⨏* 
Tabla 11. Niveles de espresión de SDF1, CXCR4, CD105, Ets-2, ERG en la cohorte de pacientes 
revascularizados. División en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos. ¶ = Prueba t de 
Student,  ⨏= Prueba U de Mann Whitney. Se presenta la media y desviación estándar en 
unidades arbitrarias respecto a ẞ-actina. n=62. *p<0,05, **p<0,005 
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Figura 15. Gráficos representativos de la expresión de SDF1, CXCR4, CD105, ERG, Ets-2 en la cohorte de 
pacientes revascularizados. División en grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos y/o 
ateroscleróticos. Se muestra la media y desviación estándar en unidades arbitrarias respecto a ẞ-actina. 
Prueba t de Student n=62. *p<0,05 
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Posteriormente, debido a la gran variabilidad observada, al realizar el 
análisis para determinar la contribución independiente de cada uno de los 
factores de riesgo estudiados (parámetros clínicos) en la expresión de SDF1, 
en los pacientes diabéticos y no diabéticos y/o revascularizados, observamos 
una asociación directa con tendencia a la significancia con la edad (p = 0.09), 
y de forma indirecta y en forma estadísticamente significativa con la 
presencia de DM2 (p = 0.02), el índice de masa corporal (p = 0,04), el tiempo 
de evolución de la enfermedad cardiovascular (P = 0,003), el número de 
monocitos (p = 0,02) y   con el sexo (Mujeres, p = 0.004) y con el antecedente 
de infarto previo con tendencia a la significancia (p = 0.06) (Tabla 12, Figura 
16).  
El modelo de estudio (SDF1 ~ Sexo+ Edad + DM2+ IMC+ Tiempo evolución 
+ Monocitos +IAM previo),  explica el 49% de los niveles de expresión de 
SDF1 observados y un 51% corresponde a variables desconocidas, no 
contempladas en el estudio.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Variable 
β 
estimada 
P Eta2 
Sex (Mujer) -1.51 0.004 12 % 
Edad 0.04 0,09 3,7 % 
DM2 -1,02 0.02 6.8 % 
IMC -0,07 0.04 5,8 % 
Evol. ECV -0.007 0.003 13,5 % 
Monocitos -0.002 0.02 7,3% 
IAMp (1 a 7 días) -2.065 0.06 12.8% 
Tabla 12. Variables asociadas en forma independiente al nivel de la expresión de SDF1, la 
primera columna es el valor de la β (signo y valor parcial de la regresión estimada para la 
variable), la segunda columna el valor de p y la tercera, Eta2 (proporción de la variación de 
SDF1, explicada cuando las otras variables explicativas permanecen constantes). R2 
múltiple = 0.62 ajustada = 0.49. 
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Al realizar el análisis para determinar la contribución independiente de los 
factores de riesgo estudiados (parámetros clínicos) y otras moléculas de 
adhesión (CXCR4, CD105, ERG, Ets-2), en la expresión de SDF1, observamos 
que  el nivel de expresión se veía modificado de forma directa, pero no 
estadísticamente significativa por la expresión de  CXCR4 (p = 0.17), y de 
forma indirecta y estadísticamente significativa, por el factor de trascripción 
Ets-2 (p=0.02) y el número de monocitos (p = 0.002) (Tabla 13).   
De esta forma el modelo evaluado (SDF1 ~ Sexo+ IAM previo + Monocitos + 
Ets-2+CXCR4) (Figura 17), explica el 50% de los niveles de expresión de SDF1 
observados en los pacientes,  y el 50% restante, corresponde a variables 
desconocidas, no contempladas en el estudio. 
 
 
Figura 16. Graficas representativas de los valores de SDF1 observados en los pacientes diabéticos y no 
diabéticos revascularizados y el efecto de los factores de riesgo en el modelo de estudio analizado.  
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Variable 
β 
estimada 
P Eta2 
Sex (Mujer) -1.37 0.01 13.7 % 
IAMp 
De 1 a 7 días 
de 8 a 21 días 
de 22 a 90 días 
> 90 días 
 
-2.17 
-1.63 
-2,70 
-2,49 
0.1214 14,7 % 
Monocitos -0.004 0.002 21,8 % 
Ets-2 -1,36 0.02 10,7 % 
CXCR4 0.38 0.17 3,5 % 
Tabla 13. Variables asociadas en forma independiente al nivel de la expresión de 
SDF1, la primera columna es el valor de la β (signo y valor parcial de la regresión 
estimada para la variable), la segunda columna el valor de p y la tercera, Eta2 
(proporción de la variación de SDF1, explicada cuando las otras variables 
explicativas permanecen constantes). R2 múltiple = 0.646, ajustada = 0.504. 
 
Figura 17. Graficas representativas de la contribución independiente de los factores de riesgo estudiados 
(parámetro clínicos) y otras moléculas de adhesión (CXCR4, Ets-2), en la expresión de SDF1 en los 
pacientes diabéticos y no diabéticos y/o revascularizados en el modelo de estudio analizado.  
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Al realizar el análisis independiente de CXCR4, para determinar la contribución 
independiente de los factores de riesgo estudiados (parámetros clínicos) y otras 
moléculas de adhesión (SDF1, CD105, ERG, Ets-2), no se logró ajustar un modelo 
que explicara la variación de la expresión observada. Hay una interacción directa y 
estadísticamente significativa con CD105 (p = 0.01) (Tabla 14). Así como una 
interacción directa con SDF1, pero no estadísticamente significativa (p = 0.132). 
Estos resultados indican que la expresión de CXCR4 en los pacientes diabéticos y no 
diabéticos y/o revascularizados, es explicada en un 18% por la expresión de estos 
factores. Y el restante 82% es por otros factores no contemplados en el estudio.  
 
 
 
 
 
 
 
4.3 Efecto de los inhibidores de DPP4 en cultivos de células progenitoras 
endoteliales 
 
4.3.1 Efecto proliferativo (UFC) 
Para analizar el efecto de sitagliptina sobre la proliferación de las EPCs en 
cultivo, se verificó el efecto en la formación de colonias. Los cultivos de  
EPCs fueron tratados con sitagliptina a diferentes concentraciones (1, 2 y 
5µM) y tiempos de exposición (6, 12 y 24 horas).  
Se observó un aumento significativo (p= 0,0077) al realizar las comparaciones 
múltiples en la formación de colonias. En los cultivos de 1µM a las 6  y a las 
12 horas el aumento es mayor respecto al control. En los cultivos con la 
misma concentración, pero a las 24hs, observamos una disminución en la 
formación (Figura 18). Cabe destacar que el tamaño de las colonias en los 
cultivos a las 12 horas es mayor respecto al control y respecto a los demás 
tiempos analizados. 
Variable β estimada P Eta2 
CD105 0.61 0.01 17.8 % 
SDF1 0.12 0.132 5.4 % 
Tabla 14. Variables asociadas en forma independiente al nivel de la expresión de 
CXCR4, la primera columna es el valor de la β (signo y valor parcial de la regresión 
estimada para la variable), la segunda columna el valor de p y la tercera, Eta2 
(proporción de la variación de CXCR4, explicada cuando las otras variables 
explicativas permanecen constantes). R2 múltiple = 0.23, ajustada = 0.18. 
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Al realizar el análisis comparativo del efecto de sitagliptina sobre la 
proliferación de las EPCs en cultivo, a una concentración de 2µM en los 
diferentes tiempos de exposición, observamos un aumento significativo en el 
número de unidades formadoras de colonias  UFC (p= 0,0281). A las 6 horas 
el aumento es mínimo, posteriormente el número aumenta a las 12 horas (el 
tamaño de la colonia es mayor respecto al control), y finalmente a las 24 
horas, no observamos cambios respecto al control (Figura 19).  
 
 
 
Figura 18. Efecto de sitagliptina (1µM) en la proliferación de cultivos de EPCs. a) Gráfico comparativo de 
proliferación en UFC, resultados en porcentaje respecto al control; b) cultivo control; c) cultivo 1µM de 
sitagliptina a las 6hrs de exposición; d) cultivo 1µM de sitagliptina a las 12hrs de exposición; e) cultivo 
1µM de sitagliptina a las 24hrs de exposición. Las comparaciones múltiples se analizaron mediante 
ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Los gráficos de barras muestran la media ± SD. * p <0,05, ** p 
<0,005 UFC: unidades formadoras de colonias. 
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En los cultivos tratados con sitagliptina 5µM, al comparar los diferentes 
tiempos de exposición, no observamos diferencias estadísticamente 
significativa (p = 0,1415), si hay un aumento en el número de UFC a las 6 
horas de exposición, pero posteriormente el número disminuye a las 12 horas  
y finalmente a las 24 horas el número tiende a aumentar, pero sin haber 
diferencias respecto al control (Figura 20). El tamaño de las colonias fue 
mayor en los cultivos a las 6 horas de exposición y disminuyo de forma 
gradual en los demás tiempos analizados.  
 
 
 
Figura 19. Efecto de sitagliptina (2µM) en la proliferación de cultivos de EPCs. a) Gráfico comparativo de 
proliferación en UFC, resultados en porcentaje respecto al control; b) cultivo control; c) cultivo 2µM de 
sitagliptina a las 6hrs de exposición; d) cultivo 2µM de sitagliptina a las 12hrs de exposición; e) cultivo 
2µM de sitagliptina a las 24hrs de exposición. Las comparaciones múltiples se analizaron mediante 
ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Los gráficos de barras muestran la media ± SD. UFC: unidades 
formadoras de colonias. * p <0,05 
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4.3.2 Efecto en la expresión de SDF1 
Al analizar el efecto de sitagliptina  1 µM en la expresión de SDF1 en cultivos 
de EPCs en los diferentes tiempos de exposición,  observamos un  efecto 
bifásico significativo (0,0085). Un aumento inicial de la expresión a las 6 
horas de tratamiento (1,60 ± 0,68 vs control 0,762 ±, 0,17), posteriormente 
una disminución a las 12 horas (1,50 ± 0,34) y finalmente un nuevo aumento 
significativo a las 24 horas (1,85 ± 0,63) (Figura 21).  
 
 
Figura 20. Efecto de sitagliptina (2µM) en la proliferación de cultivos de EPCs. a) Gráfico comparativo de 
proliferación en UFC, resultados en porcentaje respecto al control; b) cultivo control; c) cultivo 2µM de 
sitagliptina a las 6hrs de exposición; d) cultivo 2µM de sitagliptina a las 12hrs de exposición; e) cultivo 
2µM de sitagliptina a las 24hrs de exposición. Las comparaciones múltiples se analizaron mediante 
ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Los gráficos de barras muestran la media ± SD. UFC: unidades 
formadoras de colonias. 
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En los cultivos con 2µM de sitagliptina, observamos un aumento significativo 
(p = 0,0222), al realizar las comparaciones múltiples con los diferentes 
tiempos. A las 6 horas observamos un aumento inicial en la expresión de SDF1 
(1,66 ± 0,74 vs control 0,80 ± 0,14) a las 6 horas y finalmente la expresión 
disminuye a las 12 (1,25 ± 0,45) y 24 horas (1,16 ± 0,29).  
Posteriormente, con la concentración de 5µM de sitagliptina, observamos un 
aumento significativo (p = 0,007) y gradual de la expresión de SDF1. A las 6 
horas similar al control (0,874 ± 0,31 vs control 0,805 ± 0,150), un discreto 
aumento  a las 12 horas (1,03 ± 0,54) y una mayor expresión a las 24 horas 
de exposición (1,74 ± 0,47).  
 
 
 
 
Figura 21. Gráficos comparativos de la expresión de SDF1 en cultivos con sitagliptina. En a) 1µM;  b) 
2µM y c) 5µM, a las 6, 12 y 24 horas de exposición. La comparación múltiple se analizó con ANOVA, 
con prueba de Dunnett post-hoc. Los gráficos de barras muestran la media ± SD, n= 9. * p <0,05, ** 
p <0,005.  
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4.3.3 Efecto en la expresión de CXCR4 
En el caso de la expresión de CXCR4, al realizar el análisis comparativo con 
la concentración 1µM, observamos un aumento gradual significativo (p= 
0,0201), en los tiempos de exposición analizados. Inicialmente observamos 
una moderada disminución de la expresión a las 6h (0,723 ± 0,44 vs control 
0,997 ± 0,21)  y 12 horas (0,846 ± 0,67),  pero ésta aumenta de forma 
significativa a las 24 horas (2,143 ± 1,05) (Figura 22). El aumento es similar 
al observado con la expresión de SDF1 a la misma concentración y tiempo de 
exposición.     
 
En el análisis comparativo de los cultivos de EPCs con 2µM de sitagliptina (p= 
0,0577), observamos una disminución inicial en la expresión de CXCR4 a las 
6 horas de tratamiento (0,742 ± 0,44 vs control 0,970 ± 0,23).  
Posteriormente un aumento predominante a las 12 horas de exposición 
(1,683 ± 0,71), y finalmente a las 24 horas no observamos diferencias en la 
Figura 22. Gráficos comparativos del efecto de sitagliptina en la expresión de CXCR4 en cultivos de 
EPCs: en a) 1µM;  b) 2µM y c) 5µM, a las 6, 12 y 24 horas de exposición. La comparación múltiple 
se analizó con ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Los gráficos de barras muestran la media 
± SD, n=7. * p <0,05.  
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expresión de CXCR4 respecto al control (0,979 ± 0,40), pero si un disminución 
respecto a la expresión observada previamente (12 horas). 
Al analizar los cultivos de EPCs con 5µM de sitagliptina, observamos una 
disminución inicial  similar a los resultados observados previamente con las 
concentraciones de 1 y 2 µM (0,593 ± 0,28 vs control 0,974 ± 0,23) a las 6 
horas de exposición. Posteriormente la expresión permanece casi sin cambios 
a las 12 horas (1,10 ± 0,69) y finalmente a las 24 horas, observamos un 
aumento en la expresión de CXCR4 (1,775 ± 0,52, p= 0,0212). 
 
4.3.4 Efecto en la expresión de Ets-2 
Además se exploró el efecto de sitagliptina en el factor de transcripción Ets-
2 en los cultivos de EPCs, debido al efecto modulador en el receptor CXCR4. 
No se observaron cambios significativos al realizar las comparaciones 
múltiples con la concentración de 1 µM (p= 0,9827), en los diferentes tiempos 
de exposición (6 horas: 0,692 ± 0,25; 12 horas: 0,738 ± 0,04; 24 horas: 0,679 
± 0,16 vs control 0,696 ± 0,22) (Figura 23).  
 
 
 
Figura 23. Gráficos comparativos del efecto de sitagliptina en la expresión de Ets-2 en 
cultivos de EPCs. En a) 1µM;  b) 2µM y c) 5µM, a las 6, 12 y 24 horas. La expresión se analizó 
con ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Se muestra la media ± SD, n=4.  
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Sin embargo en los cultivos de EPCs con concentraciones de 2µM de 
sitagliptina, no observamos cambios significativos de la expresión de Ets-2 a 
las 6 horas (0,758 ± 0,25) y 12 horas: (0,748 ± 0,38), pero si una disminución 
a las 24 horas (0,549 ± 0,22) respecto al control (0,810 ± 0,14), pero no 
estadísticamente significativo.  
Finalmente, en los cultivos con 5µM de sitagliptina observamos una tendencia 
progresiva a la disminución de la expresión (efecto no significativo), con los 
diferentes tiempos de exposición analizados (6 horas: 0,587 ± 0,25; 12horas: 
0,691 ± 0,27; 24horas: 0,586 ± 0,19), respecto al control (0,718 ± 0,19).       
 
4.3.5 Efecto en la expresión de SDF-1α 
Analizamos los niveles de SDF1α en el sobrenadante de los cultivos de EPCs 
tratados con 1µM de sitagliptina y, al realizar el análisis comparativo,  
observamos un aumento significativo (p= 0,0345) con el mayor tiempo de 
exposición a sitagliptina (24hrs: 10,50 ± 3,5ng/mL), respecto al control (7,60 
± 0,9 ng/mL) (Figura 24). 
 
Figura 24. Gráficos comparativos del efecto de sitagliptina en los niveles de SDF-1 alfa en 
cultivos de EPCs. En a) 1µM;  b) 2µM y c) 5µM, a las 6, 12 y 24 horas. La expresión se analizó 
con ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Se muestra la media ± SD, n=6.  
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A las 6 horas (8,60 ± 1,7ng/mL), el aumento es muy discreto y posteriormente 
observamos una disminución a las 12 horas (6,80 ± 0,6ng/mL).  
En los cultivos con 2µM de sitagliptina, observamos una disminución de los 
niveles de SDF1α a las 6 horas (5,9 ± 2,6ng/mL) de exposición, efecto q se 
mantiene sin cambios a las 12 horas (6,7 ± 0,6ng/mL) y posteriormente, 
observamos un aumento (NS) a las 24 horas (9,7 ± 4,9ng/mL) respecto al 
control (7,61 ± 0,9 ng/mL).   
Finalmente, en los cultivos de EPCs con 5µM de sitagliptina, no observamos 
cambios significativos en los niveles de SDF1α en los tiempos de exposición 
analizados (6 horas: 6,0 ± 1,3; 12horas: 6,7 ± 0,6; 24horas: 6,3 ± 2,2ng/mL) 
respecto al control (7,6 ± 1,2ng/mL).  
 
4.3.6 Efecto en la expresión de p53 
Se estudió el efecto de sitagliptina sobre la expresión de p53, para 
determinar alteraciones en el ciclo celular de las EPCs. No observamos 
diferencias significativas en las concentraciones de 1 y 2 µM en los diferentes 
tiempos de exposición (Figura 25). En el caso de la concentración con 5µM 
de sitagliptina, observamos un aumento significativo de la expresión a las 24 
horas de exposición.  
 
 
 
Figura 25. Gráficos comparativos  del efecto de sitagliptina en  los niveles de p53  en 
cultivos de EPCs. En a) 1µM;  b) 2µM y c) 5µM, a las 6, 12 y 24 horas. La expresión se analizó 
con ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Se muestra la media ± SD, n=6.  
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4.4. Estudio de adhesión de las células progenitoras endoteliales y su 
funcionalidad en arterias humanas desendotelizadas 
 
 
Las arterias más frecuentemente empleadas para las cirugías de 
revascularización fueron: para el primer vaso ocluido, la arteria mamaria 
izquierda (84% RV No DM vs 89% RV DM2); segundo vaso: la safena o mamaria 
izquierda (53% RV No DM vs 60% RV DM2)) y para el tercer vaso: la safena o 
la mamaria derecha (31% RV No DM vs 36% RV DM2). 
 
4.4.1. Estudio histomorfométrico 
Las células progenitoras circulantes se han identificado como fuente de 
células que podrían contribuir a la hiperplasia de la neoíntima después de la 
lesión endotelial, por lo tanto para determinar la interacción entre la lesión 
del vaso (hiperplasia neointimal) y el eje SDF1/CXCR4, se realizó la 
caracterización (estudio histomorfométrico) de las arterias mamarias de los 
pacientes revascularizados diabéticos y no diabéticos y/o ateroscleróticos.    
Se determinaron las medidas iniciales: área incluida dentro de la lámina 
elástica externa (LEE); área delimitada por la lámina elástica interna (LEI); 
área ocupada por la luz de la arteria (AL), para poder obtener el área de la 
túnica media (ATM); área de la neoíntima (AN); porcentaje de reestenosis 
por área (% RA) y la relación AN/LEE,  se observó una diferencia en casi todos 
los valores estudiados, no obstante sin ser estadísticamente significativos 
(Tabla 15). Destaca el  ATM, la cual es mayor en los pacientes diabéticos, así 
como en el porcentaje de estenosis por área (Figura 26).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pacientes RV 
No DM 
Pacientes RV 
DM2 
P 
LEE 732,2± 314,8 851,3 ± 351,8 0,5367 
LEI 381,0 ± 214,8 396,5 ± 185,2 0,8916 
AL 324,8 ± 193,7 304,7± 170,1 0,8455 
ATM 309,9 ± 67,8 454,8 ± 214,1 0,1390 
AN 56,25 ± 25,96 91,80± 93,39 0,3883 
% RA 15,92± 6.8 24.33± 18.4 0,2806 
Índice An/LEE 0.07 ± 0.01 0.1 ± 0.05 0,3560 
Tabla 15. Comparativo de los valores obtenido en el estudio histomorfométrico de las arterias de 
los pacientes revascularizados, diabéticos y no diabéticos. LEE: área incluida dentro de la lámina 
elástica externa; LEI: área delimitada por la lámina elástica interna; AL: área ocupada por la luz 
de la arteria; ATM: área de la túnica media; AN: área de la neoíntima; ATM: área de la túnica 
media; AN: área de la neoíntima; %RA: porcentaje de reestenosis por área. N= 8 por grupo. 
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4.4.2 Estudio inmunohistoquímico. Expresión del eje SDF1/CXCR4, en las 
arterias de los pacientes revascularizados diabéticos y no diabéticos y/o 
ateroscleróticos 
Para evaluar la expresión de SDF1 y CXCR4, se estudiaron segmentos de 
arterias mamarias  internas (n=16), de los pacientes revascularizados. Se 
agruparon según antecedente de ausencia o presencia de infarto previo (1 a 
7 días; 8 a 21 días; > 90 días). Se observó una expresión mayor de SDF1 en 
aquellos pacientes con antecedentes de infarto previo en los últimos 7 días, 
diferencia que fue estadísticamente significativa (p= 0,0036) al compararlo 
con el grupo de pacientes sin antecedentes de infarto previo.  En los grupos 
de pacientes con antecedente de infarto de 8 a 21 días y más de 90 días, se 
observó una expresión mucho menor y focalizada en algunas zonas  sub 
endoteliales (Figura 27).     
Figura 26. Comparativo de las Arterias mamarias internas de los pacientes revascularizados. En a) 
no diabéticos; en b) diabéticos. Tinción con hematoxilina-VOF. Cortes a 20x.  
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Figura 27. Expresión de SDF1 en arterias de pacientes revascularizados, evolución en tiempo. En a) gráfico 
comparativo de la expresión de SDF1; b) arteria control sin anticuerpo; c) arteria de paciente sin 
antecedentes de infarto; d) arteria de paciente con infarto previo de 1 a 7 días; e) arteria de paciente con 
infarto previo de 8 a 21 días; f) arteria de paciente con infarto previo mayor a 90 días. Cortes 40x. Las 
comparaciones múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Bonferroni post-hoc. Los gráficos 
de barras muestran la media ± SD. * p <0,05, ** p <0,005. N=16 
 
100µm 
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Posteriormente se observaron diferencias con tendencia significativa al 
comparar la expresión de SDF1 en el grupo de pacientes diabéticos y no 
diabéticos. Destacando la expresión en la zona de hiperplasia endotelial, que 
en el caso de los pacientes diabéticos es mayor que en el caso de los 
pacientes no diabéticos (Figura 28).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Expresión de SDF1 en arterias de pacientes revascularizados, división en diabéticos y no 
diabéticos. En a) gráfico comparativo de la expresión de SDF1; b) arteria control sin anticuerpo; c) arteria 
de paciente no diabéticos; d) arteria de paciente diabético. Cortes 40x, en c) y d) con aumento a 60x. Los 
gráficos de barras muestran la media ± SD. Prueba t de Student, p= 0,1830. N=14 
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Al realizar el análisis comparativo de la expresión de CXCR4 en los grupos, 
observamos una diferencia estadísticamente significativa (p= 0,0111). Siendo 
mayor en el grupo de pacientes con antecedente de infarto previo de 8 a 21 
días antes de la cirugía de revascularización. Hay una menor expresión en los 
grupos de más de 90 días y de 1 a 7 días de evolución (Figura 29).  
 
 
 
 
 
Al realizar el análisis por grupo de pacientes diabéticos y no diabéticos, no 
observamos diferencias significativas (p= 0,7775). Destaca una mayor 
Figura 29. Expresión de CXCR4 en arterias de pacientes revascularizados, evolución en tiempo. En a) 
gráfico comparativo de la expresión de CXCR4; b) arteria control sin anticuerpo; c) arteria de paciente 
sin antecedentes de infarto; d) arteria de paciente con infarto previo de 1 a 7 días; e) arteria de paciente 
con infarto previo de 8 a 21 días; f) arteria de paciente con infarto previo mayor a 90 días. Cortes 40x. 
Las comparaciones múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Bonferroni post-hoc. Los 
gráficos de barras muestran la media ± SD. * p <0,05, **  N=16 
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intensidad en la expresión de CXCR4 en la zona endotelial, en zona de 
hiperplasia, y se ve una distribución parcial a lo largo de toda la capa media 
de la arteria (Figura 30).  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Expresión de CXCR4 en arterias de pacientes revascularizados, división en diabéticos y no 
diabéticos. En a) gráfico comparativo de la expresión de CXCR4 por grupos; b) arteria control sin 
anticuerpo; c) arteria de paciente no diabéticos; d) arteria de paciente diabético. Cortes 40x, en c) 
y d) con aumento a 60x. Los gráficos de barras muestran la media ± SD. Prueba t de Student. N=14 
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4.4.3 Efecto sobre la reactividad vascular, de las células progenitoras 
endoteliales en arterias humanas, en un modelo “ex vivo” de adhesión por 
flujo 
Para evaluar el efecto de las EPCs en la reactividad vascular se utilizó el 
modelo de adhesión por flujo (ver material y métodos). Debido al tamaño y 
grosor de las arterias mamarias de los pacientes revascularizados, se 
realizaron los experimentos con arteria mesentéricas de pacientes sometidos 
a cirugía abdominal, cuyo diámetro fue de 1052 ± 581,5μm.    
La puesta a punto del método se realizó con 77 arterias abdominales de 
pacientes cuya edad media fue 71,6 años (rango de 50 a 91 años).  En el 40 
% de los casos, fueron mujeres. En el 56,6 % fueron hipertensos, el 43 % 
presentaron hipercolesterolemia, 29 % fueron diabéticos, 16% refirieron 
tabaquismo activo y el 20 % fueron pacientes sin antecendentes de neoplasia. 
(Tabla 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Previo a la realización se los experimentos de reactividad, se estandarizó la 
concentración de los vasoconstrictores (Noradrenalina) y vasodilatadores 
(Acetilcolina), como se muestra a continuación (Figura 31): 
 
 
 
 Hombres Mujeres p 
Edad 72,7 ± 11,9 70,1 ± 9,3 0,3114 ¶  
DM2 (14/22) 63% (8/22) 36% 0,6114‡ 
HTA (25/43) 58% (18/43) 42% 0,8283‡ 
HCL (24/41) 58% (17/41) 41% 0,9424‡ 
Neoplasia (34/60) 57% (26/60) 43% 0,5212‡ 
Obesidad (19/32) 59% (13/32) 41% 0,8252‡ 
Sedentarismo (19/31) 61% (12/31) 39% 0,7052‡ 
Tabaquismo 
   No 
   Si 
   Ex 
 
(28/53)53% 
(8/12) 67% 
(6/8) 75% 
 
(25/53)47% 
(4/12)33% 
(2/8) 25% 
 
0,4529‡ 
Tabla 16. Características clínicas descriptivas de los pacientes sometidos a 
cirugía abdominal. ¶ = Prueba t de Student,  ‡= Prueba exacta de Fisher. 
HTA: hipertensión arterial; HCL: hipercolesterolemia. N=77 
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Cabe destacar que en la mayoría de las arterias debido a factores externos, 
como: tipo de cirugía, cauterización o factores propios del paciente como la 
edad, la respuesta vasodilatadora fue muy limitada y en algunos casos, para 
los experimentos finales de reactividad, se aplicó un segundo vasodilatador, 
de esta forma los experimentos de reactividad se llevaron a cabo en 36 
arterias. Posteriormente, se correlacionó el porcentaje de relajación con 
factores que pueden influir en la respuesta obtenida como: el diámetro basal 
de las arterias, los datos clínicos de los pacientes y el porcentaje de 
contracción.  
Así, al evaluar la interacción de los factores antes mencionados, obtuvimos 
el siguiente modelo de evaluación: porcentaje de relajación (%Rel ~ a la 
edad + díametro basal + la presencia de hipercolesterolemia + % 
contracción (tabla 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Variable Β-estimada p Eta 2 
Edad -0.327508 0.03464 5,6% 
Diámetro Basal -0.009181   0.00307 11,8 % 
Hipercolesterolemia 7.990252    0.02365 8,6% 
% Contracción 0.811836    < 0.001 40,2% 
Figura 31. Curvas de contracción y relajación para determinación de concentración óptima a utilizar. 
En a) Noradrenalina y b) Acetilcolina. Las curvas muestran la media ± SD. Análisis de Anova, P= 0.001. 
N=14 por grupo. 
 
Tabla 17. Variables asociadas en forma independiente al nivel de relajación 
observada. La primera columna es el valor de la β (signo y valor parcial de la 
regresión estimada para la variable), la segunda columna el valor de p y la 
tercera, Eta2 (proporción de la variación del % de relajación, explicada 
cuando las otras variables explicativas permanecen constantes). R2 múltiple 
= 0,66; ajustada = 0.60. 
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Observamos una correlación directa y estadísticamente significativa con  el 
porcentaje de contracción (p < 0.001) y con la presencia de 
hipercolecterolemia (p = 0.0236) y de forma indirecta y estadísticamente 
significativa con el diámetro basal (p = 0.003) y con la edad (p = 0.0346) 
(Figura 32). Estos factores contemplados, explican el 60% de la relajación 
observada en los pacientes, y el 40 % restante, es explicado por otros factores 
no contemplados en el estudio. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Una vez estandarizada la técnica de medición de reactividad vascular, se 
estudió el efecto de adhesión en flujo de las EPCs en las arterias de 6 
pacientes en las cuales se completó el experimento, el cual consistió en una 
Figura 32. Graficas representativas del porcentaje de relajación observados y el efecto de 
los factores de riesgo en el modelo de estudio analizado.  Diam.bas: diámetro basal; Cont: 
porcentaje de contracción. Hcl: hipercolesterolemia. 
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primera evaluación de la reactividad (ver descripción en material y 
métodos), posteriormente se hizo pasar el flujo constante de EPCs a través 
de la arteria y finalmente se evaluó la reactividad (Figura 33). Al realizar el 
análisis comparativo de la contracción inicial (sin EPCs) vs final (post EPCs), 
no observamos cambios significativos, pero si una tendencia a una menor 
contracción después del flujo de EPCs; de igual forma, al evaluar el efecto 
en la relajación post EPCs, observamos una tendencia a una mayor relajación 
en las arterias estudiadas, aunque el efecto no es significativo.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 33. Gráfico de la respuesta vasoconstrictora y vasodilatadora observada en las arterias 
estudiadas. Se muestra el porcentaje de contracción y relajación respecto al basal de cada 
arteria (N=6). Las comparaciones múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de 
Bonferroni post-hoc. Los gráficos de barras muestran la media ± SD.  N=6 
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4.4.4 Efecto en la expresión del eje SDF1/CXCR4, de las células progenitoras 
endoteliales en arterias humanas, sometidas a la adhesión por flujo en un 
modelo “ex vivo” de reactividad vascular 
Posterior al flujo constante de EPCs durante una hora, se estudió el efecto 
en la expresión de SDF1 en las arterias con y sin flujo de EPCs. No se 
observaron cambios  en la expresión, solo en algunas zonas endoteliales se 
observaron células con mayor intensidad,  en el caso de las arterias con el 
flujo de EPCs (Figura 34).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Expresión de SDF1 en arterias mesentéricas pre y post flujo de EPCs. a) Grafico 
comparativo de la expresión de SDF1 pre y post EPCs; b) arteria control sin anticuerpo; c) 
arteria control sin EPCs d) arteria control sin anticuerpo post EPCs; e) arteria post EPCs. 
Prueba t de student. Los gráficos de barras muestran la media ± SD.  N=3 por grupo.  
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En el caso de la expresión de CXCR4, no se observaron cambios significativos 
al comprar las arterias con y sin flujo de EPCs. De igual forma que en los 
datos observados con SDF1, destacan algunas células con mayor intensidad 
parta CXCR4 en la zona endotelial (Figura 35).  
 
  
 
 
Figura 35. Expresión de CXCR4 en arterias mesentéricas pre y post flujo de EPCs. a) Grafico 
comparativo de la expresión de CXCR4 pre y post EPCs; b) arteria control sin anticuerpo; c) arteria 
control sin EPCs d) arteria control sin anticuerpo post EPCs; e) arteria post EPCs. Prueba t de 
student. Los gráficos de barras muestran la media ± SD.  N=3 por grupo.  
 
                                                                                                                      RESULTADOS 
 87 
 
4.5. Papel del factor de trascripción Ets-2 y su relación con moléculas de 
adhesión y regulación endotelial 
 
4.5.1. Expresión del factor de trascripción Ets-2 
Se estudió la expresión de Ets2 en 69 pacientes sometidos a RV y se 
compararon con 26 pacientes sometidos a valvuloplastía por estenosis aórtica 
como grupo control. Se ajustaron por edad y se seleccionó sólo a aquellos 
pacientes sin datos de sintomatología mayor o datos de endocarditis y cuyo 
procedimiento fuera de bajo riesgo.  
A continuación se describen las características descriptivas de ambos grupos 
de pacientes (Tabla 18). El 22% de los pacientes sometidos a 
revascularización fueron mujeres, la media de edad fue muy similar entre 
ambos grupos (64.6 ± 9 vs 65.8 ± 9) y se  observando diferencias 
estadísticamente significativas en la presencia de DM2 (48% vs 15%), así como 
en la presencia de hiperlipidemia (67 vs 44%) y solo el 9% de los pacientes 
sometidos a valvuloplastía refirieron ser fumadores activos. En el caso de 
hipertensión, no se observaron diferencias estadísticamente significativas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pacientes 
Revascularizados 
Pacientes 
valvulopatías 
P 
Sexo 
Hombres 
Mujeres 
 
(54/69) 78% 
(15/69) 22% 
 
(14/26) 54% 
(12/26) 46% 
 
0.018¶ 
Edad 64.6 ± 9 65.8 ± 9 0.587† 
DM2 (33/69)48% (4/26)15% 0.003¶ 
Hiperlipidemia (46/69) 67% (10/24) 44% 0.048¶ 
HTA (54/69) 78% (19/28) 73% 0.593¶ 
Tabaquismo 
No 
Si 
Ex 
 
(26/68) 38% 
(21/68) 31% 
(21/68) 31% 
 
(14/22) 64% 
(2/22) 9% 
(6/22) 27% 
 
0.061¶ 
Tabla 18. Características descriptivas del grupo de pacientes 
revascularizados y con valvulopatias estudiados. †= Prueba t de student. 
¶= Prueba de Pearson´s. N= 69  
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Al analizar los parámetros bioquímicos, destacan diferencias 
estadísticamente significativas en los niveles de glucosa, ya que son más 
elevados en los pacientes revacularizados. De igual forma, los niveles de 
creatinina, en el caso de los pacientes revascularizados son mayores, pero 
dentro de los parámetros considerados como normales. Y finalmente, el 
número de monocitos fue menor en los pacientes con valvulopatías (Tabla 
19).  
 
 
 
 
Al analizar la expresión del factor de transcripción Ets2 por Western blot, se 
observó una mayor expresión significativa (p = 0,0285), en los pacientes 
sometidos a RV (1,132± 1,1) en comparación con el grupo control (0,496 ± 
0,513) (Figura 36). 
 
 
 
 
 
 
 
 Grupo total 
Pacientes  
Revascularizados 
Pacientes 
valvulopatías P 
Glucosa (mg/dl) 124,7±56 133,5 ± 62,1 99,4 ± 19,2 
<0,0001 
¶ 
Creatinina 0,9 ± 0,2 1,07 ± 0,3 0,88 ± 0,2 0,0046¶ 
Filtrado 
Glomerular 
69,7 ± 11,7 68,4 ± 14,2 71,02 ±10,1 0,1576¶ 
Leucocitos 6953± 2140 7283 ± 2017 6004 ± 2239 0,0833∬ 
Plaquetas (u/L) 210828 ± 68972 217898 ± 73028 190500 ± 51770 0,1835∬ 
Monocitos (u/L) 609,6± 223 647 ± 225 500 ± 176 0,0102¶ 
Tabla 19. Variables bioquímicas de la cohorte de pacientes revascularizados. División en grupos de 
pacientes revascularizados y con valvulopatias. ¶ = Prueba t de Student. ∬= Prueba U de Mann-Whitney. 
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Debido a los resultados observados en los grupos de pacientes 
revascularizados, se realizó un análisis de la expresión dividiéndolos por 
grupos de evolución y se observó un aumento inicial en aquellos pacientes 
sin factores de riesgo cardiovascular (2,122 ± 1,485) que fueron sometidos a 
la cirugía de revascularización (p = 0,0007). Posteriormente se observó una 
disminución en la expresión en los demás grupos estudiados (1 a 6 meses= 
1,163± 0,8639; de 7 a 12 meses= 1,064 ± 0,5852; de 13 a 60 meses= 0,9177± 
0,3428 y más de 60 meses= 0,5615 ± 0,3136) al comprarlos con el grupo sin 
antecedentes y con el grupo control (0,6180 ± 0,3136) (Figura 37).   
 
 
Figura 36. Grafico comparativo de la expresión de Ets2- 2 en el grupo control y el grupo 
de pacientes revascularizados. Se muestra la media y desviación estándar en unidades 
arbitrarias respecto a ẞ-actina. Prueba t de Student n=69 
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Posteriormente se correlacionó la expresión de Ets-2 en el grupo de pacientes 
revascularizados con los factores de riesgo cardiovascular (parámetros 
clínicos y bioquímicos) y factores asociados a la reparación endotelial 
(CD105, CXCR4 y SDF1), para determinar la contribución independiente de 
cada uno de estos factores estudiados en la expresión de Ets-2 observada.  
Con lo cual, el modelo de estudio final (Ets-2 ~ Edad + tiempo de evolución 
+ HPL + CD105) (Tabla 20), explica el 58% de los niveles de expresión de Ets-
2  observados y el 41.5% restante corresponde a otras variables no 
contempladas en el estudio.  
Destaca una correlación directa y significativa con la edad (p= 0.045) y con 
la expresión de CD105 (p= 0.008524) y de forma indirecta y significativa con 
la evolución (p= 0.00844), y en el caso de hiperlipidemia sin significancia 
estadística (p=0.1770) (Figura 38). 
Figura 37. Grafico comparativo de la expresión de Ets-2. División en grupo control, grupo de pacientes 
sin factores de riesgo cardiovascular y pacientes revascularizados en diferentes etapas de evolución. Se 
muestra la media y desviación estándar en unidades arbitrarias respecto a ẞ-actina. Las comparaciones 
múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. *** p <0,0001 n=65.  
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 ẞ- estimada Eta2 p 
Edad 0.03246 7,8 % 0.045342 
Evolución 
0 
1 a 6 
7 a 12 
13 a 60 
> 60 
 
-1.45489 
-0.96962 
-1.48303 
-1.52848 
38,4 % 0.008447 
HLP -0.46836 2,6 % 0.177098 
CD105 0.55050 9,8 % 0.008524 
Figura 38. Graficas representativas de la contribución independiente de los factores de riesgo estudiados 
(parámetro clínicos) y factores asociados a la reparación endotelial (CD105), en la expresión de Ets-2 en 
los pacientes revascularizados en el modelo de estudio analizado.  
Tabla 20. Variables asociadas en forma independiente al nivel de la expresión de Ets-2, la 
primera columna es el valor de la β (signo y valor parcial de la regresión estimada para la 
variable), la segunda columna el valor de p y la tercera, Eta2 (proporción de la variación de Ets-
2, explicada cuando las otras variables explicativas permanecen constantes). R2 múltiple = 0.58 
ajustada = 0.50. 
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4.5.2. Efecto de la inhibición del factor de trascripción Ets-2, en la 
funcionalidad de las EPCs en cultivo 
Se realizaron varias pruebas de inhibición con los diferentes inhibidores, 
solos o en combinación para Ets-2. Los cultivos se observaron a los 7 días de 
crecimiento. La mejor opción observada fue: s4850 + s4851 + s4852 (Figura 
39): 
 
 
 
 
 
Al realizar los experimentos para verificar por Western blot el efecto de la 
inhibición de Ets-2 (SiRNAs) en los cultivos de EPCs, se observó una tendencia 
a menor formación de colonias, con la combinación de inhibidores (s4850 + 
s4851 + s4852) para silenciar la expresión de Ets-2, aunque no 
estadísticamente significativo. Las células eran de morfología más 
monocítica y las colonias de menor tamaño en comparación con los cultivos 
control.  
En los cultivos con medio condicionado + los inhibidores (s4850 + s4851 + 
s4852), se observó que la formación de colonias era similar a los controles, 
Figura 39. Grafico comparativo de la expresión de Ets2- 2 en los cultivos de EPCs el 
grupo control y en los diferentes cultivos con las diferentes combinaciones de SiRNAs. 
Se muestra la media y desviación estándar en unidades arbitrarias respecto a ẞ-actina. . 
Las comparaciones múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Dunnett 
post-hoc. *** p <0,0001. 
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pero de mayor tamaño y número celular, la morfología incluía células de 
aspecto epitelioide (mas alargadas) alrededor de la colonia en formación, es 
de destacar que el número fue menor que en el control con medio 
condicionado, aunque no estadísticamente significativo (Figura 40).  
 
 
 
a) 
Figura 40. Efecto de los SiRNAs en la proliferación de cultivos de EPCs. a) Grafico comparativo de 
proliferación en UFC, resultados en porcentaje respecto al control; b) cultivo control; c) cultivos 
SiRNAcontrol; d) cultivo con los SiRNA: s4850 + s4851 + s4852; e) cultivo con el medio condicionado del 
SiRNA control; f) cultivo con medio condicionado de los SiRNA: s4850 + s4851 + s4852. Las comparaciones 
múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc. Los gráficos de barras 
muestran la media ± SD. UFC: unidades formadoras de colonias. N=7 
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Al inhibir la expresión ETs-2, se verificó la expresión de CD105 (Endoglina). 
No observamos cambios significativos  en la expresión,  pero si una 
disminución con tendencia significativa (p =0,1440) en los cultivos de EPCs 
con Ets-2 silenciado (SiRNA50 + SiRNA51 + SiRNA52). De igual forma, en el 
grupo con medio condicionado, se observa una disminución en la expresión 
comparada con el control (Figura 41).  
 
 
 
 
 
 
En el análisis de la expresión de CD144, los cambios observados en la 
expresión comprados con los cultivos control no fueron significativos (p = 
0,4888), pero se observó un discreto aumento en la expresión en el grupo 
con Ets-2 silenciado, al igual que en los grupos con el medio condicionado 
(Figura 42).  
 
Figura 41. Grafico comparativo de la expresión de CD105 en el grupo control, SiRNA 
control, SiRNA Ets-2, medio condicionado control y mediocondicionado de SiRNA Ets-2. 
Se muestra la media y desviación estándar en unidades arbitrarias respecto a ẞ-actina. . 
Las comparaciones múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Dunnett 
post-hoc.  n=7 
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Al evaluar el efecto en la expresión de CXCR4 en los cultivos de EPCs con la 
inhibición de Ets2 (siRNA50 + siRNA51 + siRNA52), se observó un aumento en 
la expresión comparado en el grupo control, aunque no estadísticamente 
significativo (p =0,7584). En los cultivos con medio condicionado no se 
observaron cambios comparados con el grupo control o con los cultivos con 
la inhibición de Ets-2 (Figura 43).  
Figura 42. Grafico comparativo de la expresión de CD144 en el grupo control, SiRNA control, 
SiRNA Ets-2, medio condicionado control y mediocondicionado de SiRNA Ets-2. Se muestra la 
media y desviación estándar en unidades arbitrarias respecto a ẞ-actina. . Las comparaciones 
múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Dunnett post-hoc.  n=7 
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Figura 43. Grafico comparativo de la expresión de CXCR4 en el grupo control, SiRNA 
control, SiRNA Ets-2, medio condicionado control y medio condicionado de SiRNA Ets-2. 
Se muestra la media y desviación estándar en unidades arbitrarias respecto a ẞ-actina. . 
Las comparaciones múltiples se analizaron mediante ANOVA, con prueba de Dunnett post-
hoc.  n=7 
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La enfermedad cardiovascular sigue siendo la principal causa de morbilidad 
y mortalidad a nivel mundial en países desarrollados, fundamentalmente en  
pacientes con DM tipo 2, se ha descrito que en algunas poblaciones puede 
representar el 50% o más de las muertes por diabetes (Joseph y Golden, 
2014). Esto se debe en gran medida a factores ya conocidos como la 
predisposición genética, la aterogénesis acelerada, la inflamación crónica, 
la isquemia silente y la presencia de patologías co-existentes como la 
hipertensión o la dislipidemia. La diabetes es sin duda alguna, uno de los 
problemas de salud más graves del siglo XXI y actualmente en España, la 
prevalencia nacional es de 10,83% (FDI 2013). 
Es bien sabido que las células progenitoras endoteliales juegan un papel 
clave en los procesos de reparación endotelial.  En los pacientes con DM tipo 
2 y enfermedad cardiovascular, se sabe que la funcionalidad de las EPCs es 
deficiente, aunque el mecanismo exacto de disfunción aún es incierto. 
Además, está  bien  descrito que  en la evolución natural  los pacientes con 
DM tipo 2 presentan un mayor número de complicaciones y con mayor 
frecuencia  estos  pacientes estarán abocados a procedimientos de 
revascularización. Existen, múltiples estudios  (Sidhu y Boden, 2015; 
Verma et al., 2013) que  han señalado la importancia de una adecuada 
terapia de reparación endotelial (terapia con EPCs), que ayudaría a disminuir 
las alteraciones en los procesos de reendotelización en los pacientes con DM 
tipo 2 y enfermedad cardiovascular, y por consiguiente disminuiría  la 
aparición de la enfermedad cardiovascular (ECV).  
Debido a su función primordial en los procesos de proliferación y migración 
de las EPCs (Doring et al., 2014), en los últimos años el eje SDF1 y su co-
receptor CXCR4 se han convertido en un elemento clave en el estudio de la 
enfermedad cardiovascular. Así, se ha  hipotetizado que los factores de 
transcripción, miembros de la familia E26 (ETS), participan de forma activa 
en la evolución de la patología cardiovascular y, en los pacientes con DM tipo 
2, la alteración específica del factor de transcripción Ets-2, podría contribuir 
a la disfunción de las EPCs (Dejana et al., 2007; Seeger et al., 2009). 
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Con estos datos en mente, nos propusimos estudiar las alteraciones en el eje 
SDF1 y su co-receptor CXCR4 y la posible participación del factor de 
trasncripción Ets-2 en la disfunción de las EPCs en los pacientes con DM tipo 
2 y enfermedad cardiovascular.  
Al analizar la  cohorte de pacientes  evaluados los resultados iniciales del 
estudio, indican una mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular en 
hombres que en mujeres, pero destaca un porcentaje mayor de mujeres 
diabéticas revascularizadas en comparación con no diabéticas. Pensamos que 
esta diferencia podría ser explicada, por la disminución del efecto protector 
que confieren los estrógenos; ya que se ha descrito (Monteiro et al., 2014), 
que es después de la menopausia cuando se manifiestan alteraciones como 
disfunción metabólica, aumento de obesidad visceral, dislipidemia y 
resistencia a la insulina, y en el caso particular de las mujeres con DM tipo 
2, pensamos que este descontrol es mayor, y por lo tanto ocasionaría un daño 
endotelial superior a las mujeres no diabéticas. Un hecho importante 
observado, es que la patología cardiovascular se presenta con mayor 
frecuencia en edades tempranas tanto en pacientes diabéticos como no 
diabéticos (67,2 ± 9 vs 65,6 ± 12 años), a pesar del énfasis realizado en los 
últimos años en la de detección y tratamiento oportuno. Como ya se ha 
mencionado en la introducción, independientemente de los factores de 
riesgo no modificables, esta aparición temprana se debe en gran medida a 
factores como la inactividad física, el sobrepeso o la obesidad (Taskinen y 
Boren, 2015; FDI 2013) factores prevalentes que están aumentado en la 
población general. En virtud de lo anterior, la prevalencia observada de 
obesidad fue de 30% tanto en los pacientes diabéticos como en no diabéticos, 
similar a los resultados observados por Félix-Redondo y cols. de 28% para 
ambos sexos (Felix-Redondo et al., 2013). Sin embargo, hay que considerar 
de forma  importante que más del 50% de  los pacientes  estudiados están 
en etapas de pre-obesidad, con lo cual el enfoque tendría que ser mayor en 
este grupo de pacientes.   
Haciendo alusión a la presencia de patologías asociadas a la DM tipo 2, los 
resultados observados en nuestra cohorte, indican una prevalencia similar a 
resultados previos de nuestro grupo (Redondo et al., 2012) y a los datos 
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recientemente publicados por Iqbal y cols., (Iqbal et al., 2015), respecto a 
hipertensión, dislipidemia y tabaquismo; en cuanto a DM tipo 2, la 
prevalencia observada en nuestro grupo fue mayor (46% vs 29%); al igual que 
el antecedente de infarto previo (47% vs  37%) y el promedio en la escala 
EuroSCORE 5,2 vs 3.55. Respecto a estos resultados, debemos tomar en 
cuenta que nuestro estudio se ha enfocado a pacientes con DM tipo 2, y es 
en este grupo de pacientes, donde se observa con mayor frecuencia los 
infartos repetitivos y por lo tanto, el riesgo pre-operatorio es mayor.  
Al analizar la prevalencia de hipertensión en nuestro grupo de pacientes y 
dividirlos en pacientes diabéticos y no diabéticos, no observamos diferencias 
significativas. No realizamos un análisis de los niveles de Presión Arterial 
Sistolica  y Presion Arterial Diastolica en los pacientes, pero tendría que 
considerarse en análisis futuros, debido a que el porcentaje considerable de 
los pacientes revascularizados no tiene antecedentes de hipertensión, pero 
si han referido tomas aisladas con cifras altas de tensión arterial. 
Estudios previos mostrados por Martínez-Hervas y cols. (Martinez-Hervas et 
al., 2014), mostraron una  prevalencia de dislipidemia similar a la observada 
por nosotros, pero fue mayor en nuestro grupo de pacientes diabéticos 
(DM2=82% vs NoDM2=55%). Considerando que la dislipidemia es uno de los 
principales factores relacionados con las complicaciones en pacientes con DM 
tipo 2 y enfermedad cardiovascular, la posible explicación de estos datos 
pensamos que está relacionada con el aumento de factores ya mencionados 
como sobrepeso y obesidad, principalmente en población adulta joven en 
edad laboral (Vazquez et al., 2014), en los cuales es difícil que por el ritmo 
de vida tengan un adecuado adherencia al tratamiento, en el caso de los 
pacientes en edad avanzada, el factor principal de abandono, es la presencia 
de afectos adversos como miopatías o trastornos gastrointestinales. Otro 
factor a considerar es que recientemente se ha asociado el uso de estatinas 
con el desarrollo de DM tipo 2 (Swerdlow et al., 2015), y considerando que 
el 74% de nuestros pacientes diabéticos toman este tipo de fármacos, es 
necesario profundizar en la investigación, ya que hasta ahora sólo se ha 
asociado a variantes de la HMG-co A reductasa. 
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Respecto a los valores observados en las variables bioquímicas de nuestra 
cohorte, destacan mayores niveles de glucosa preoperatorios en los 
pacientes diabéticos 159,1 mg/dl en comparación con 100,6mg/dl en los 
pacientes no diabéticos. En algunos casos, los valores de glucosa observados 
en los pacientes diabéticos, fueron cercanos a los 400mg/dl. Hay que 
considerar que estos resultados nos hablan del poco control de la glucosa que 
tienen los pacientes, y que gran parte de ellos, a pesar de llevar un 
tratamiento, la cronicidad de la enfermedad, haría necesaria la 
implementación de un segundo fármaco o en etapas más avanzadas, el uso 
de insulina. Ya otros estudios previos como el propuesto por Székely y cols., 
han descrito una asociación de los niveles máximos de glucosa y el 
tratamiento de la DM tipo 2 (Szekely et al., 2011).  Las demás variables 
consideradas (creatinina, filtrado glomerular, leucocitos o plaquetas), 
tuvieron un comportamiento similar en ambos grupos de pacientes diabéticos 
y no diabéticos.  
En lo que respecta a las diferencias observadas en el tiempo de evolución, 
es esperado que dada la evolución natural de la enfermedad diabética, con 
el tiempo se observen un mayor número de complicaciones y por lo tanto, la 
necesidad del tratamiento intervencionista aumente. Esto, a pesar de que el 
adherencia observado en la tratamiento para las diversas patologías 
asociadas fue importante (hipertensión 90%; dislipidemia 75%); destaca el 
hecho de que los pacientes que presentan este porcentaje de apego, tienen 
un esquema de tratamiento complejo con 2 o más fármacos, lo que nos 
hablaría que en los pacientes diabéticos, uno de los principales factores 
implicados es el adecuado control de la glucemia para evitar un mayor grado 
de disfunción endotelial. 
Por otro lado, para explicar el hecho que un gran porcentaje de pacientes no 
diabéticos son llevados a terapias intervencionistas o de revascularización, 
debemos considerar  que la edad y momento de detección de la enfermedad 
son factores decisivos en la evolución de la patología cardiovascular; ya que 
principalmente los pacientes en edad laboral y no diabéticos, no hacen uso 
de los fármacos. Esto concuerda con los resultados descritos recientemente 
por Iqbal y cols., en los cuales la proporción de pacientes que siguen un 
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tratamiento de forma adecuada para las diferentes patologías asociadas a la 
diabetes, previo a la revascularización fue sólo de 29,1%; esto implicaría, 
que sin el adecuado control, el deterioro y la disfunción endotelial 
ocasionada por la hipertensión o dislipidemia, conlleva a la aparición más 
temprana de infartos y la consiguiente necesidad de los procedimientos de 
revascularización en este grupo de pacientes no diabéticos.  
Con estos datos en mente, nos llevó a entender en parte, el aumento de 
complicaciones cardiacas post operatorias observadas en los pacientes no 
diabéticos. Y en el caso de los pacientes diabéticos,  los factores ya 
establecidos (aterogénesis acelerada, la inflamación crónica, la isquemia 
silente y la presencia de patologías co-existentes) aumentan la gravedad y 
por lo tanto, la mortalidad. Los resultados concuerdan por lo tanto, con el 
gran porcentaje de mortalidad en pacientes diabéticos descrito por 
Kurlansky y cols., en los cuales, pone de manifiesto la importancia de 
implementar nuevas terapias que ayuden a reducir la mortalidad en 
pacientes diabéticos, ya que a pesar de que la gran mayoría son tratados 
previamente con terapias farmacológicas, el daño fisiológico no se 
contrarresta de forma adecuada (Kurlansky et al., 2015).  
La primera pregunta en este estudio buscó determinar si la funcionalidad de 
las EPCs en  pacientes diabéticos y no diabéticos y/o ateroscleróticos es 
adecuada para contrarrestar el daño endotelial, contribuyendo al remplazo 
del endotelio disfuncional y reparación de los tejidos después de una lesión 
vascular isquémica.  En diversos modelos experimentales y en pacientes 
(Noels et al., 2014; Saxena et al., 2008; Tong et al., 2014), se ha estableció 
el papel del eje SDF-1α/CXCR4 como primordial en la movilización de las 
EPCs post isquemia, ya que los niveles de SDF-1α aumentan en la circulación 
periférica, creando un gradiente de liberación de EPCs. En los pacientes con 
DM tipo 2, el número de EPCs es reducido (Menegazzo et al., 2012), viéndose 
alterada la respuesta a la isquemia (Antonio et al., 2014a; Fadini et al., 
2005). La diminución en el número de EPCs y las alteraciones en su 
funcionalidad, se han tratado de explicar por los niveles elevados de glucosa, 
así como por el estado de inflamación crónica y estrés oxidativo. Así, en 
estudios recientes en pacientes diabéticos o hiperglicémicos (Ling et al., 
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2012; Marfella et al., 2013; Sun et al., 2013), se demostró que a pesar del 
grado de isquemia o los procedimientos de revascularización en población 
general, los niveles disminuidos de EPCs no se justificaron por completo; más 
recientemente, Fortunato y cols., postularon que los niveles de SDF-1α y la 
actividad migratoria de las células progenitoras circulantes podrían 
considerarse predictores independientes de riesgo para padecer infartos 
repetitivos, fallo cardiaca o muerte en pacientes con antecedente de infarto 
previo y diabetes. Sin embargo, los  niveles de SDF-1α que observaron 
estaban disminuidos y la población de pacientes diabéticos estudiada fue solo 
del 15%.   
Dada la complejidad en el entendimiento del tema, en este estudio 
decidimos tratar de extenderlo desde varios puntos de vista. Realizamos en 
primer lugar, la determinación de los niveles de SDF-1α en los pacientes que  
iban a ser  sometidos a revascularización, y así determinar si el gradiente de 
liberación por el estímulo isquémico previo estaba alterado. Al observar 
mayores  niveles de SDF-1α en los pacientes no diabéticos sin antecedentes 
de infarto en comparación con los pacientes diabéticos, comprobamos que 
en este grupo de pacientes, la respuesta de liberación de SDF-1α posterior 
al evento isquémico podría ser la esperada y estos niveles disminuyen a la 
par de la transición de recuperación post infarto. Posteriormente al ajustar 
estos valores por factores como edad y  hemoglobina glicada observamos una 
correlación directa, lo que podría indicar que a mayor edad y niveles de 
hemoglobina glicada, mayores niveles de SDF-1α observaríamos; Estos 
resultados concuerdan con los reportados inicialmente por Xiao y cols., en 
2008, respecto a la asociación de los niveles de SDF-1α con la edad. Sin 
embargo, en lo que respecta a la asociación con los niveles de hemoglobina 
glicada, nos llevó a cuestionar que factor hace que esta asociación no se 
cumple, o no como debería. Por lo que al correlacionar los niveles de SDF-1α 
con antecedente de infarto y observar un aumento significativo en los 
pacientes diabéticos a los 7 días del IAM, se podría pensar que estamos ante 
un estímulo con efecto tardío, el cual explicaría en parte, el por qué estudios 
como el propuesto por  Marfella y cols., en 2013, analizando la liberación de 
EPCs, demostraron que el pico de liberación de EPCs circulantes se retrasaba 
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en los pacientes diabéticos en comparación con los pacientes no diabéticos 
(de 5 días en pacientes no diabéticos a 7 días en pacientes diabéticos).  
Hemos observado también una correlación indirecta de SDF-1α con los 
niveles de  proteínas de alta densidad (HDL) y el uso de terapia con insulina 
en pacientes diabéticos, resultados similares a los observados más 
recientemente por Antonio y col., quienes han demostrado  que el control 
glicémico (terapia con insulina), es un factor determinante en los niveles de 
EPCs circulantes, y que es el estado de hiperglicemia crónica el que alteraría 
la respuesta de las EPCs a la isquemia (Antonio et al., 2014). Aunado a estos 
resultados y el hecho previamente comentado de la prevalencia de 
dislipidemia (mayor LDL y menor HDL), han reforzado nuestro punto de vista 
respecto a que posiblemente la fluctuación en el control glicémico en los 
pacientes diabéticos, afectaría el estímulo por hipoxia y por consiguiente, la 
estimulación al gradiente de liberación de EPCs (mayor SDF-1α en circulación 
periférica y menor en médula ósea) podría ser de forma tardía y  el uso de 
una adecuada terapia antidiabética ayudaría en parte a contrarrestar este 
efecto. Sería interesante comprobar si efectivamente en MO los niveles de 
SDF-1α continúan elevados, a pesar del estímulo por isquemia y que se varía 
disminuido a los 7 días del IAM, pero dado que esto implicaría un estudio 
doloroso e invasivo, resulta difícil su comprobación. 
Una vez evaluado el estímulo inicial de liberación de EPCs y considerando 
que es en la circulación periférica donde las EPCs se someten a una serie de 
desafíos moleculares y su funcionalidad también puede verse afectada. 
Analizamos la expresión de SDF1 y su co-receptor CXCR4 en las EPCs 
circulantes de los pacientes revascularizados y observamos que en el caso de 
los pacientes diabéticos la expresión de SDF1 fue menor en comparación con 
los no diabéticos. Esto podría deberse a la hiperglicemia crónica,  la 
inflamación y las especies reactivas de oxígeno en los pacientes diabéticos. 
Esto, se ha tratado de evidenciar previamente en estudios en modelos 
animales de EPCs en cultivo, a los cuales se añadió los productos finales de 
la glicosilación (AGE) (0~500 μg/ml) (Li et al., 2012; Zhang et al., 2012), 
observando una disminución progresiva de SDF-1α en el sobrenadante de los 
cultivos, y una disminución de la expresión de CXCR4 en las EPCs cultivadas 
                                                                                                                         DISCUSIÓN 
 105 
 
solo en la concentración de 500 μg/ml de AGEs. Más recientemente el grupo 
de António y cols.  mostraron  que la expresión de CXCR4 disminuía solo en 
EPCs cultivadas con glucosa (25mM) y esta disminución era mayor en EPCs 
tardías, sin embargo al cultivar EPCs provenientes de pacientes diabéticos y 
no diabéticos no hubo diferencias significativas en la expresión (Antonio et 
al., 2014b). Estos datos y nuestros resultados, evidencian más el hecho de 
que en los pacientes diabéticos la fluctuación hiperglicémica,  altera la 
funcionalidad de las EPCs, dado la inflamación y las especies reactivas que 
se generan. Nosotros no hemos comprobado este efecto in vitro, ya que 
hemos observado que una gran limitante de cultivar EPCs de pacientes 
diabéticos, es el número disminuido de EPCs circulantes que se pudieran 
cultivar, la gran mayoría de los medios de cultivo tienen concentraciones 
normales de glucosa y aún añadiéndola de forma externa, es difícil imitar la 
fluctuación y la cronicidad glicémica a la que han estado expuestas 
previamente en los pacientes.   
Al considerar factores como género (mujer), la presencia de diabetes, la 
evolución y el antecedente de infarto, la correlación fue indirecta, ya que 
con el aumento de estos factores, o su presencia, los valores de expresión 
de SDF1 son menores en las EPCs circulantes. Con estos resultados, 
podríamos suponer que en los pacientes diabéticos, la presencia de estos 
factores y la disminución de SDF1 estarían implicados en la alteración de los 
procesos de reparación endotelial, lo que condicionaría que en pacientes 
diabéticos, el proceso no se realizara, o no se realizara de forma adecuada, 
debido a un posible agotamiento crónico en el eje SDF1/CXCR4 y/o por una 
falta de estímulo.  
Como objetivo exploratorio, evaluamos otras moléculas implicadas en los 
procesos de reparación endotelial como CD105 (Endoglina),  marcador 
implicado en la angiogénesis, los procesos inflamatorios y en la formación de 
neovasos tumorales; Recientemente se ha sugerido que CD105 podría jugar 
un papel clave en el tratamiento de la enfermedad vascular como una posible 
diana terapéutica (Kapur et al., 2013).  Determinamos que existe un aumento 
en la expresión de CD105 en los pacientes con un mayor periodo de evolución 
de la enfermedad cardiovascular, sin embargo, sin diferencias significativas 
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al comparar los grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos. Pensamos 
que los resultados descritos son debidos a que en ambos grupos de pacientes 
existe cierto grado de degeneración y remodelado anómalo de los vasos 
sanguíneos. Por otra parte, Blazquez-Medela y cols., al observar en pacientes 
diabéticos mayor expresión de Endoglina soluble, asociada a hipertensión y 
evidencias de macro y microangiopatía crónica (Blazquez-Medela et al., 
2010) lo han propuesto como un indicador de disfunción endotelial y daño 
cardiovascular. Sin embargo, en el presente estudio no determinamos los 
niveles de Endoglina soluble, ya que aún existe controversia respecto a la 
isoforma (L o S) de endoglina que se debe determinar, ya que  consideramos 
que dado que la isoforma S puede ser modificada por la ingesta de estatinas 
se debería realizar un análisis más exhaustivo y comparativos de pacientes 
sin uso de éste fármaco para determinar la participación real de las 2 
isoformas de Endoglina en la enfermedad cardiovascular.  
Posteriormente, evaluamos el papel del factor de transcripción Ets-2.  Ets-2 
es un factor implicado en la patología cardiovascular y recientemente se ha 
observado su implicación en la regulación del miR-126 (Jansen et al., 2014; 
Wei et al., 2013), el cual se ha postulado como un novedoso biomarcador de 
la presencia de eventos cardiovasculares o disfunción endotelial que podría 
mediar la regulación de SDF1 (CXCL12)/CXCR4, a través de la liberación de 
microvesículas de las células endoteliales (cuerpos apoptóticos-vía miRNA-
126); pero es importante considerar que su determinación es complicada y 
no está adecuadamente estandarizada. Establecidas estas consideraciones, 
nos centramos en el estudio del factor de tracripción Ets-2, por lo que al 
observar una menor expresión de Ets-2 en los pacientes diabéticos en 
comparación con los no diabéticos, apoyaría la hipótesis planteada 
inicialmente en modelos de estudio en los cuales la expresión de ETS se veía 
alterada por la presencia de diabetes en los cultivos de EPCs tratados con 
glucosa (15mM) (Seeger et al., 2009). 
Sin embargo,  al evaluar la respuesta de SDF1, la interacción de los factores 
de riesgo conocidos y la expresión de Ets-2 y CXCR4, observamos que existe 
una correlación inversa con la expresión de Ets-2 y por el contrario, una 
correlación directa con la expresión de CXCR4. Es posible plantear la 
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hipótesis de que en los pacientes con DM tipo 2 la respuesta a la isquemia 
que hemos observado de forma tardía, sea en parte debida a una 
desregulación en la vía de señalización de Ets-2- miRNA-126 después de la 
lesión isquémica, y por lo tanto, el efecto de regulación positiva de miRNA-
126 sobre SDF1 no sería el óptimo y no habría aumento de SDF1-α o CXCL12 
lesional y la movilización de células progenitoras de reparación endotelial no 
se llevaría a cabo o solo sería de forma pausada. Este es el primer estudio 
que muestra una disminución en expresión de  Ets-2 en EPCs circulantes de 
pacientes diabéticos y su relación con la enfermedad cardiovascular, sin 
embargo, estos datos deben ser interpretados con cautela puesto que es 
necesario realizar más estudios que confirmen nuestra hipótesis.  
Como ya se mencionó en la introducción, se ha planteado la idea de que al 
estimular las EPCs con terapia farmacológica, contribuirían a revertir la 
disfunción observada. Recientemente, se ha especulado acerca del papel de 
los  Inhibidores de la DPP-4, ya que podrían  mejorar el reclutamiento de las 
EPCs circulantes al inactivar a SDF-1α (Brenner et al., 2014). Por lo anterior 
nos propusimos estudiar el efecto de Sitagliptina  (Inhibidores de la DPP-4) 
sobre  EPCs en cultivo. Asi al estudiar el efecto de Sitagliptina en los cultivos 
de EPCs, observamos la formación de colonias en las tres concentraciones 
analizadas, de mayor tamaño en comparación con el control. Sin embargo, 
el aspecto celular observado con la concentración de 1µM de Sitagliptina 
presentaba cambios considerables en su aspecto, de redondeadas 
(monocíticas) a fusiformes con aumento de sus prolongaciones,  pondría 
pensarse que esta definición morfológica, puede estar mediada por un 
aumento en la liberación de citocinas, con lo cual su adhesión (funcionalidad) 
se vería aumentada en respuesta al fármaco.  Estos resultados podrían 
corresponderse con los mostrados por Matsubara y cols., en los cuales 
observaron una disminución de la inflamación, senescencia y apoptosis 
celular, con los cual se revertiría la disfunción endotelial causada 
previamente (Matsubara et al., 2012), pero debemos considerar que aunque 
este es un modelo de estudio atractivo, es necesario que se puedan trasladar 
a la clínica por lo cual sería interesante saber si en pacientes con DM tipo 2 
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cuyo tratamiento se base solo en inhibidores de DPP4 como Sitagliptina, las 
EPCs presenten una mejor funcionalidad.  
La importancia del efecto de Sitagliptina en el eje SDF1/CXCR4 radica en que 
de forma fisiológica la DPP4 regula su interacción. A diferencia del efecto 
estudiado previamente en modelos in vitro descritos previamente por Chua 
y cols., (EPCs de tejido adiposo con efecto a los 14 días) (Chua et al., 2013) 
y posteriormente en animales Brenner y cols., (aumento de SDF-1α nativa 
después de 3 días) (Brenner et al., 2014); así como el efecto directo en 
pacientes en el ensayo clínico propuesto por Fadini y cols., (efecto 
significativo a las 4 semanas de tratamiento) , nosotros hemos observado que  
en los cultivos tratados con  1µM de Sitagliptina, el aumento en los niveles 
de SDF-1α nativa y CXCR4 se presentó a las 24hrs y los resultados fueron 
similares con la concentración de 2 µM a las 12 horas, juntos estos datos 
aunados a los resultados previos en los pacientes diabéticos estudiados, 
pensamos que un modelo de terapia basado en EPCs cultivadas previamente 
con sitagliptina con las concentraciones y tiempos antes mencionadas, 
ayudarían a corregir en parte el efecto de respuesta tardía a la isquemia en 
los pacientes diabéticos. 
Al explorar el efecto de Sitagliptina en la expresión de Ets-2 y observar una 
disminución progresiva con el tiempo de exposición en las 3 concentraciones 
analizadas pensamos que esto sería consecuencia del aumento de CXCR4, ya 
que al estar activado, el efecto de Ets-2 y probablemente el de miR126, 
estarían suprimidos, lo que apoyaría en parte la hipótesis planteada 
anteriormente en los pacientes diabéticos, al estar disminuida o agotada la 
expresión de Ets-2, no veríamos el efecto positivo en CXCR4. Con lo cual, 
apoyaría nuestra hipótesis planteada de desregulación de Ets-2 en los 
pacientes diabéticos y probablemente la terapia con Sitagliptina ayudaría a 
revertir este efecto.  
Debido a q se ha postulado que mirR126 media la regulación positiva de SDF1 
derivado de los cuerpos apoptóticos, analizamos la expresión de p53, como 
una vía de estudio para determinar posibles alteraciones en el ciclo celular 
de las EPCs q influyeran en los resultados. Al no observar cambios respecto 
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al control a las 24 horas con 1 y 2 µM, nos haría suponer que el efecto que 
observamos previamente en los niveles de SDF-1α, CXCR4 y Ets-2 es efecto 
de Sitagliptina, y no debido a la formación de cuerpos apoptóticos, pero dado 
que nuestros cultivos no han sido sometidos a estímulos nocivos, sería 
precipitado afirmarlo.  
El siguiente objetivo planteado fue el estudio de adhesión de las células 
progenitoras endoteliales y su funcionalidad en arterias humanas 
desendotelizadas. Para ello, primero determinamos el efecto del eje 
SDF1/CXCR4 y el grado de hiperplasia neointimal en las arterias de los 
pacientes revascularizados, ya que en estudios recientes (modelo animal), 
se observó que CXCR4 es crucial para una adecuada reendotelización, ya que 
contribuye en la proliferación y movilización de la EPCs circulantes (Noels et 
al., 2014). Al analizar las arterias mamarias de los pacientes diabéticos y no 
diabéticos, observamos que efectivamente existen diferencias entre grupos, 
destacando una mayor área de la túnica media, así como mayor área de la 
neoíntima, aunque estos resultados no fueron estadísticamente 
significativos, esto podría explicarse por factores como como el género, que 
en el caso de las mujeres, se ha demostrado que el diámetro de los vasos es 
menor; además, en estudios previos de nuestro grupo se ha evidenciado la 
idea de que existe un aumento en el número de  células de la capa media 
muscular de las arterias de los pacientes diabéticos, debido a un 
desequilibrio entre la proliferación y la apoptosis condicionado por los 
estados de hipergluecemia (Ruiz et al., 2009).  
Posteriormente, al analizar la expresión de SDF1 encontramos que  la 
expresión es mayor en los pacientes con antecedente de infarto previo a los 
7 días. Este aumento predominó en los pacientes diabéticos, sobre todo en 
el área de hiperplasia neointimal. Los resultados concuerdan con los 
resultados de Noels y cols., ya que evidenciaron que existe una disminución 
de SDF1(CXCL12) en el sitio de lesión endotelial de los ratones con 
deficiencia de CXCR4, postulando que estos hallazgos podrían contribuir de 
forma indirecta a una reducida movilización celular (Noels et al., 2014).  
Consecutivamente, al analizar la expresión del co-receptor CXCR4, 
observamos que ésta disminuido y que hay un aumento en la expresión en los 
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pacientes con antecedente de infarto (1 a 7 días y 8 a 21 días). No hubo 
diferencias significativas entre grupos de pacientes diabéticos y no 
diabéticos. Aun así, se observa que la expresión de CXCR4 es más intensa en 
la zona endotelial (pacientes no diabéticos), y posteriormente se distribuye 
en la capa media (ambos grupos). Juntos estos datos apoyarían en parte la 
hipótesis de que en los pacientes diabéticos, la respuesta de reparación 
endotelial se retrasa, con lo cual observamos de forma inicial una menor 
expresión de CXCR4, y secundariamente una menor expresión de SDF1 
(CXCL12),  enlenteciendo el proceso de reendotelización (menor 
movilización de EPCs), pero posteriormente a los 7 días, veríamos el aumento 
de SDF1 y la respuesta de movilización de EPCs. 
El siguiente punto a evaluar, fue el efecto sobre la reactividad vascular de 
las EPCs en arterias humanas. Ya se ha señalado que las EPCs contribuyen a 
contrarrestar la disfunción del endotelial. Estudios previos en pacientes, 
relacionaron de forma directa el trofismo de las EPCs y la regulación del tono 
vascular, pero el efecto ha sido medido como relajación de la arteria braquial 
por ultrasonografía (Pirro et al., 2009). Otros modelos de estudio en 
animales, han evaluado el efecto de las EPCs en la reactividad vascular, 
incubando anillos arteriales con EPCs (12hrs), mostrando que la contracción 
y la relación eran menores después de la incubación con EPCs. Debido a estos 
antecedentes, implementamos un modelo de “adhesión por flujo”, que nos 
permitió evaluar la reactividad en arterias humanas antes y después del flujo 
de EPCs; además, pudimos evaluar el efecto de la adhesión en la liberación 
de citocinas (SDF1/CXCR4). 
Estandarizamos el modelo de reactividad con 77 arterias mesentéricas de 
pacientes en quienes estaba indicado realizar cirugía abdominal. Las 
características generales de los pacientes (56,6 % hipertensos; 43% 
hipercolesterolemia; 29% DM tipo 2; 16% tabaquismo), son similares a las 
reportadas por otros estudios previos (Ng et al., 2011) y por nuestro grupo. 
Es importante destacar que la edad de los pacientes 
en nuestro estudio (61,3 vs 71,6 años) fue mayor, dificultando la realización 
de los experimentos. Al analizar las características de las arterias y los 
factores de riesgo en la respuesta de relajación, también observamos que 
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había una correlación inversa con la edad y el diámetro basal, y de forma 
directa con el % de contracción. Estos resultados son consistentes con los 
resultados de Navarro-Dorado y cols., en los cuales se observó que la 
relajación en arterias de pacientes de edades avanzadas (66-83 años) fue 
menor, ya que solo la entrada de calcio vía SOCC/ROCC y la vía de 
sensibilización al calcio no se vieron afectados por la edad (resultados 
pendientes de publicar). 
Al evaluar de este modo el efecto de adhesión de las EPCs en la reactividad 
vascular de las arterias humanas, observamos una menor contracción siendo 
mayor  el porcentaje de relajación. Los cambios no son estadísticamente 
significativos, pero debemos considerar que independientemente de factores 
limitantes antes mencionados como la edad y el pequeño tamaño de la  
muestra analizada, el efecto observado en la relajación de las arterias es 
importante. Aunque en este estudio no analizamos los mecanismos 
moleculares específicos por los cuales las EPCs restaurarían la regulación del 
tono vascular, una de las hipótesis planteadas sería la fuerza de roce que 
ejerce el flujo laminar de EPCs al circular por la arteria. Este mecanismo 
aumentaría la actividad de la óxido nítrico sintasa endotelial (Swerdlow et 
al.) y de esta forma, permitiría la liberación inmediata de NO mediada por 
Ca+2 intracelular. Recientemente, Stachel y cols., evidenciaron que la 
activación de SDF1 dependiente de CXCR4, también permitía el 
desplazamiento del calcio del retículo endoplasmático al citoplasma, a 
través de un modelo de co-cultivo de células ováricas de hamster y EPCs 
embriónicas murinas marcadas con fluo-4Dye-CXCR4 que se incubaron con 
calcio (Stachel et al., 2013). La evaluación posterior que realizaron para 
evaluar el flujo de EPCs, solo fue enfocado a determinar la 
neovascularización y el reclutamiento de EPCs en el sitio de isquemia, 
mostrando resultados favorables con el plásmido de S1FG. Nosotros, al en 
evaluar el efecto del flujo de EPCs en la expresión del eje SDF1/CXCR4 en 
las arterias. No determinamos cambios evidentes, pero si destaca la mayor 
expresión de CXCR4 en algunas células del endotelio. Con estos resultados, 
se podría suponer que la activación de CXCR4 al permitir la entrada de calcio, 
aumentaría la liberación de NO, con lo cual la vasodilatación aumenta por 
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efecto del flujo de las EPCs en las arterias humanas desendotelizadas. Este 
sería otro mecanismo por el cual las EPCs contribuyen a restituir le función 
endotelial. 
La parte final de la presente tesis doctoral, fue el estudio del factor de 
transcripción Ets-2 en las EPCs circulantes. Dados los resultados previos en 
los pacientes con DM tipo 2 y enfermedad cardiovascular, y con el 
conocimiento previo de que las EPCs se liberan en respuesta a estímulos 
isquémicos, realizamos un análisis comparativo con pacientes con estenosis 
aórtica sin patología coronaria demostrada mediante angiografía, puesto que 
ambos grupos presentan cierto grado de isquemia tisular, la etiología es 
distinta. 
Analizando las variables descritas, se observan diferencias estadísticamente 
significativas en la distribución por género, prevalencia de diabetes e 
hiperlipidemia, así como en los valores totales de glucosa, creatinina, 
leucocitos y monocitos. El primer dato citado, explica la mayor prevalencia 
de enfermedad cardiovascular en varones en comparación a la enfermedad 
valvular que se distribuye de manera equitativa entre ambos sexos.  
Respecto a la mayor prevalencia de diabetes e hiperlipidemia, era un dato 
parcialmente esperado, ya que se buscó tener un grupo de pacientes sin la 
presencia de estas patologías, ya que podrían enmascarar los resultados 
observados.  Las cifras superiores de leucocitos en los pacientes coronarios 
unido a la fuerte tendencia de aumento de las plaquetas en los mismos, 
podría explicarse por su papel como reactantes de fase aguda en los procesos 
inflamatorios.  
Al determinar la expresión de Ets-2 por Western-blot, se ha observado una 
mayor expresión en las muestras de pacientes con patología coronaria frente 
a los pacientes con estenosis aórtica. Posteriormente, observamos que la 
expresión de Ets-2, disminuye progresivamente en los pacientes con mayor 
tiempo de evolución de la enfermedad cardiovascular en comparación con a 
la enfermedad valvular. Resultados consistentes con los reportados 
previamente por Cheng y cols., en los cuales los niveles de Ets-2 se veían 
disminuidos en pacientes endarterectomizados con placas ateromatosas, y la 
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sobre expresión de Ets-2 en modelo murino, se asoció con la 
desestabilización de la placa (Cheng et al., 2011).  Al trasladar estos datos a 
nuestro estudio, pensaríamos que el factor edad y la cronicidad de la 
patología cardiovascular serían fundamentales en los niveles de expresión de 
Ets-2. Para corroborar este hallazgo, los resultados de expresión de Ets-2 se 
analizaron en factor de la edad, el tiempo de evolución, la presencia de 
hiperlipidemia, y de forma exploratoria, la expresión de CD105 (endoglina); 
que como se mencionó anteriormente, se observa un aumento en la 
expresión en los pacientes con patología cardiovascular crónica (Blazquez-
Medela et al., 2010). De esta forma tenemos que la expresión de Ets-2 se 
correlaciona de forma directa con la edad y los niveles de CD105 y de forma 
indirecta con el tiempo de evolución y la presencia de hiperlipidemia en los 
pacientes. Por lo tanto, los datos observados de menor expresión de Ets-2 
observados por Chen y cols., corresponderían con los grupos de mayor tiempo 
de evolución con enfermedad cardiovascular crónica. Y justamente el punto 
de mayor expresión de Ets-2 observado en nuestro grupo, sería el momento 
de desestabilización de la placa en el modelo murino.  
En virtud de lo anterior, se apoyaría la idea anteriormente planteada de que 
la menor expresión de Ets-2 altera la cascada de señalización de SDF1/CXCR4 
en las EPCs, siendo dependiente de factores como la edad, el tiempo de 
evolución y la presencia de hiperlipidemias; que particularmente en el 
paciente con DM tipo 2 ocasiona mayor disfunción endotelial y se asocian con 
un mayor número de complicaciones y ECV.  
Posteriormente, para intentar demostrar si existe relación entre la expresión 
reducida de Ets-2 y la alteración en el número y función de las EPCs, se ha 
inhibido in vitro la expresión de Ets-2 mediante siRNA en cultivos de EPCs. 
Observamos que la formación de UFCs tiende a reducirse en los cultivos 
sometidos a la inhibición de Ets-2. Estos resultados aún se encuentran 
limitados por el reducido tamaño muestral analizado hasta el momento y 
otro factor importante es la gran diferencia interindividual existente tanto 
en sujetos sanos como enfermos en cuanto a la formación de UFCs. 
Previamente, el grupo de Seeger y cols., observaron un aumento en el 
número de células que expresaban CD105 y CD144, en un modelo de 
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inhibición que incluía Ets-1 además de Ets-2, valorando la expresión a los 12 
días de cultivo (Seeger et al., 2009). Nosotros observamos que el efecto de 
inhibir solo Ets-2 a los 7 días, aumenta la expresión de CD144, pero no de 
CD105. Respecto a la expresión de CXCR4, no observamos cambios 
significativos. Estos datos pueden sugerir que realmente existe una relación 
causa-efecto entre la expresión reducida de Ets-2 y la funcionalidad alterada 
de las EPCs en los pacientes con patología cardiovascular, pero son 
necesarios modelos de estudio que se asemejen aún más las condiciones 
fisiológicas en las cuales las EPCs se encuentran inmersas. 
Finalmente, se ha postulado que el medio condicionado también juega un 
papel importante en la funcionalidad de las EPCs, lo que supondría una 
revolución terapéutica si se aplicasen factores que estimulen la función de 
las EPCs (Jiang et al., 2013). Al evaluar el efecto del medio condicionado de 
los cultivos inhibidos con SiRNA Ets-2, también observamos un menor número 
de UFC, así como menor expresión de CD105, CD144 y CXCR4. Estos datos 
podrían sugerir que el medio condicionado producto de los cultivos con EPCs, 
también mejorarían la calidad de las EPCs y éste podría infundirse para tratar 
a pacientes con patología cardiovascular. Sin embargo, los datos obtenidos 
podrían abrir una nueva línea de investigación, ya que si se confirmara con 
certeza que una de las causas de la depleción y alteración funcional de las 
EPCs en los pacientes con patología cardiovascular es la expresión reducida 
de Ets-2, y asimismo este hecho se relaciona con estadios avanzados de la 
enfermedad, podría emplearse este parámetro como factor diagnóstico y de 
predicción pronostica mediante su determinación en sangre periférica. Éste 
es un procedimiento de laboratorio no invasivo, que permitiría orientar 
secundariamente la mejor estrategia terapéutica para los pacientes en 
función de los resultados obtenidos. 
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1. En los pacientes con DM tipo 2, debido a la isquemia silente y crónica, la 
respuesta de liberación de EPCs por efecto del eje SDF-1α y su co-receptor 
CXCR4, tiene un efecto tardío en los procesos de reparación endotelial,  
asociado a la fluctuación en los niveles de glucosa y bajos niveles de HDL.  
2. La funcionalidad deficiente de las EPCs circulantes, se asocia con la 
disminución de la expresión del factor de transcripción Ets-2 en estadios 
avanzados de la enfermedad cardiovascular en pacientes con DM tipo 2. Ets-
2 podría ser un marcador temprano de inestabilidad cardiovascular asociado 
a estados de hiperlipidemia.  
3. La terapia con células progenitoras endoteliales en arterias humanas 
desendotelizadas, tienen un efecto positivo en la relajación, cuyo 
mecanismo propuesto depende de la activación de CXCR4, el cual permitiría  
la entrada de calcio, aumentando de forma inmediata la liberación de NO.  
4. La terapia con Sitagliptina en las EPCs en cultivo,  ayudaría revertir la 
funcionalidad deficiente de las EPCs, sobre todo en pacientes con DM tipo 2.   
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